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Resumo

As nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro ttm mostrado nos ultimos anos elevado
potencial para aplicacdes em medicina. Dependendo das suas caracteristicas intrinsecas e
das modificacdo pos-sintese a que podem ser submetidas, podem ser usadas em

diagndstico, terapéutica ou em abordagens combinadas.

Na presente monografia, é feita uma revisdo sobre as caracteristicas e potenciais
aplicacbes médicas das nanoparticulas magnéticas de Oxido de ferro com maior
incidéncia em aplicacdes terapéuticas. Os temas revistos incluem a sintese das
nanoparticulas, as técnicas de caracterizagdo mais utilizadas, as propriedades magnéticas
e as aplicagdes terapéuticas, que incluem o melhoramento da imagiologia e radioterapia,
a utilizacdo de campos magnéticos para alcancar a hipertermia num local restrito do

organismo e a entrega de farmacos direcionada.

S&o descritos os metodos de sintese mais comuns e que permitem a obtencdo de
nanoparticulas com caracteristicas diferenciadas, o que € um factor importante em
posteriores aplicacdes. S&o abordadas diversas propriedades, como 0 magnetismo e o
tamanho de particula, que séo fundamentais ou tém muita influéncia no seu desempenho.
Finalmente sdo descritos diversos exemplos de aplicacGes terapéuticas que evidenciam a
versatilidade destes materiais, que quando incorporados sistemas adequados permitem
ndo soO a técnica de hipertermia, mas também aumentar a eficacia da entrega direcionada

de farmacos.

Termos chave: nanoparticulas, magnéticas, éxido de ferro, hipertermia, entrega direcionada



Abstract

The iron oxide nanoparticles have shown in the last years an enormous potencial in
medical applications. Depending on their intrinsic characteristics and modifications to
which they can undergo after being synthesized, these particles can be used in diagnostics,
therapeutics or in a combined approach.

In this work, we make a revision about characteristics and potencial medical
applications of the magnetic iron oxide nanoparticles, paying special attention to their
therapeutic applications. The revised themes include the synthesis of the nanoparticles,
the more common characterization techniques, the magnetic properties and the
therapeutic applications, which include the radiotherapy and imageology enhancement,
the application of magnetic fields to achieve hyperthermia in a restrict local of the
organism and the drug delivery.

The more common synthesis methods are described with emphasis on those which allow
the obtaining of nanoparticles with differentiated characteristics, which is an important
factor in further applications. Different properties were addressed, like magnetism and

particle size, which are fundamental or have a major influence on its performance.

Finally, examples of therapeutic applications are given along this paper that show the
versatility of these materials. These materials when incorporated in adequate systems,
allow not only the hyperthermia technique but also the increase of the efficiency of drug

delivery.

Keywords: nanoparticles, iron oxide, hyperthermia, drug delivery.



Indice

AGIAOECIMENTOS ...ttt sttt sb e st b e sbe e st e e bt e sae e sateesbeesateeseenbnesaneens i
TS0 1o PO PRSPPI iii
N 013 1 (o PSSP iv
INAICE U8 BQUAGHES .........eecvevevececeieeeecee ettt sttt st a et s s et es s aetesenassesans vi
INAICE 08 FIGUIBS........vveveeeecectceceeee ettt ea et e s es s s s s aneeens vii
INAICE 08 TADIAS ..ottt sttt n et s s esaesas viii
INAICE 08 ADIEVILUIAS ..........veeeivvvececee ettt esee ettt es e s s s sae e snassesssnessesans ix
IO 1011 0o [0 o T SRR 1
2. Sintese e caracterizacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro........cccccvvevcveeveeviecie e, 4
2.1, MEALOAOS 08 STNESE. .. eeueieieuiisiieie ettt sttt sttt sttt st st e b s et e 4
0 T @0 B o] =101 o (o To 1SRRI 4
2.1.2. Métodos de Elevada tempPeratura...........cccueeveevieeieeiieeieesee e sve e 6
2.1.3. Métodos de emulsdes de GlE0-AQUA ........ccccuveerieieiiee e 8
2.1.4. Y oo [0 TS ] E =] R 9
2.1.5. MELOAO POLIOL ...t 11
2.1.6.  OULIOS MEALOUOS ....c.vveeiiieiieeiieeiee sttt ettt st sttt e be e b sareens 11

2.2.  Estabilizacdo e modificagdo da SUPErfiCie .....cceeevveiicieiiiiie e 14
08 11wl U 1 72 1o Lo PR PPR 17
3. APHCACOES TEIAPAULICAS ....vveeevreeeieee ettt esitee et e e ettt e sveeertreesbeeesareeesaseeesaeesraeesaseeensreeans 21
TS o 110 =11 (=] 3 1L PR PPR 21
3.1.1. Y T L= LT o SRR 21
3.1.2.  Aumento da temperatura iN SitU.........ccveeeereeeiieeeiiee e 24

3.2.  Outras aplicagdes em terap@utica tumOoral...........cocevveerieniiiiiienie e 29
3.2.1. [ gF o[ To] (o]0 - VNSRRI 29
3.2.2. Melhoria da Radioterapia.........cc.eevveieiieeiiieeecee e 31
3.2.3. ENtrega de TAMMACOS. .......cooiieeiiiee ettt et et e e 35

3.3.  Efeito das dimensBes das NanopartiCulas ...........cccceeevveeeiieicciiee s 43
N 7o o] 17 o ISP 47
R E] (=] €] (o T USRS 49



Indice de equacdes

EQUAGED L ...ttt 4
BEQUAGED 2 ...t 26
EQUAGED 3 ...t 32
BEQUAGED 4 ...t 32

Vi



Indice de Figuras

Figura 2.1 - Diferentes estratégias para a funcionalizacdo das nanoparticulas de 6xido de
FEITO (0], ittt 15
Figura 2.2 - Fichas da base de dados ICDD PDF2 maghemite (verde), hematite (azul) e
magnetite (VErMEIN0). ......coviiiiiie e 17
Figura 2.3 - Os varios processos de backscattering para o °’Fe ap0s a ressonancia da
absorcdo de um incidente g-qQUaNTUM. ........c.coiiiiiieiie e 19
Figura 3.1 - Regimes magnéticos de magnetite e maghemite em funcdo do seu tamanho
(superparamagnético, dominio singular e multidominio).(86)...........c.ccceevervinenne. 22
Figura 3.2 - llustracdo esquematica da relacdo entre a coercividade e o raio das
NANOPANTICUIAS (86). ...veveeiieieiie ittt 23
Figura 3.3 - Curvas de sobrevivéncia de células de ovario de hamster Chinés, aquecidas
a diferentes temperaturas para diferentes intervalos de tempo. Adaptado de Dewey
BL AL (1997t 25
Figura 3.4 - Esquema do principio tedrico do direcionamento de farmacos (138). ....... 35
Figura 3.5 - Representacao esquematica do método de direcdo-magnética de farmaco.
As nanoparticulas extravasam dos poros de uma parede de um vaso sanguineo de
tumor. (i.e. efeito de aumento da permeabilidade e retencdo (EPR)) (144)............ 37
Figura 3.6 - Dispositivo experimental para determinar o efeito de um campo magnético
externo na biodistribuicdo de nanoparticulas magnéticas apds injecdo intravenosa
no rato, no qual o foco inflamatdrio havia sido induzido nas costas (139)............. 38
Figura 3.7 - Esquema dos passos de sintese do nanocomposto magnético baseado em
ciclodextring - POHUIELANO ........c..eeeiiiieiie e 40
Figura 3.8 - Sequéncia de passos da preparacao de microesferas ocas de magnetite de

direcionamento tumoral como transportadores de farmacos anticancerigenos (149).

............................................................................................................................ 42
Figura 3.9 - Representacao esquematica dos regimes magnéticos tedricos para a

magnetite e maghemite, de acordo com algumas aplicacGes mais relevantes em

funcdo do tamanho de partiCula.............cccoueeeiiiic i 44

Vii



indice de Tabelas

Tabela 2.1 - Comparacéo das caracteristicas das nanoparticulas de acordo com o método
de sintese Utilizado (39). ...cveiiiiieiieiee e 13
Tabela 2.2 - Proteinas/Ligandos direcionadores selecionados que podem ser usados para

a derivatizacdo de nanoparticulas magnéticas para diversas aplicacdes biomédicas

viii



Indice de Abreviaturas

AMF — Campo Magnético Alternante

APCs — Células Apresentadoras de Antigénios
ATF — Fragmento Terminal de Aminoacido
CD - Ciclodextrina

CTAB — Brometo de Cetiltrimetilaménio
DBAB — Brometo de Dodeciltrimetilamdnio
DLS — Dispersédo Dindmica de Luz

DOX — Doxorrubicina

DSC — Calorimetria Diferencial

FTIR — Espetroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier
HSPs — Proteinas de Choque Térmico

IONP — Nanoparticula de Oxido de Ferro

IV — Infravermelho

M-PLL — Poli-L-lisina

mV - miliVolts

NaDBS — Dodecilbenenosulfonato

NIRF — Fluorescéncia perto do Infravermelho
NK — Natural Killer

nm - Nanometros

NPC — Complexo Poroso Nuclear

NP — Nanoparticula

NPOFs — Nano Particulas de Oxido de Ferro

PU — Poliuretano



RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

ROS — Espécies Reativas de Oxigénio

SDS — Dodecilsulfato de Sodio

SPMNP — Nanoparticulas Superparamagnéticas

TEM — Microscopia Eletrénica de Transmissao

TG — Termogravimétrica

UPAR — Recetor Ativador do Plasminogénio tipo Urocinase

XRD - Difracéo de Raios-X



1. Introducéo

A ciéncia a escala nanométrica tem vindo a receber especial aten¢do nos Gltimos anos
pelas potencialidades que apresenta. A sua aplicabilidade pode compreender um vasto
grupo de ciéncias, desde a tecnoldgica até a médica, sendo nesta Ultima que nos iremos

focar ao longo desta monografia.

Neste contexto, as nanoparticulas (de diferentes materiais), com tamanho inferior ao
das células do corpo humano, tém mostrado elevadas potencialidades em diversas areas
que incluem a entrega de farmacos, a formulagdo de agentes terapéuticos e a formulacao
de agentes de contraste em imagiologia. As nanoparticulas de o6xido de ferro encontram-
se entre as mais estudadas devido as suas propriedades Unicas que lhes conferem uma

elevada potencialidade de aplicagdo na area da medicina.

Dentro da familia de nanoparticulas de oxido de ferro (NPOFs) é possivel fazer uma
distincdo de acordo quer com a sua composi¢do, quer com a sua conformacao cristalina
e até com o seu tipo de magnetismo, sendo que nesta monografia sera dada relevancia a
trés estruturas diferentes: hematite (a-Fe203), a magnetite (FesO4) e a magnemite (y-
Fe>03). A magnetite € o mais estavel dos 6xidos de ferro podendo ser descrito em termos
estruturais como uma rede hexagonal compacta de O em que os ides Fe(l11) ocupam 2/3
dos intersticios octaédricos. J& a magnetite apresenta uma estrutura cubica compacta de
iGes oxido em que todos os ides Fe(ll) ocupam metade dos intersticios octaédricos e 0s
iGes Fe(l1l) ocupam de forma igual os restantes intersticios octaédricos e os intersticios
tetraédricos. No que se refere & magnemite, a sua estrutura é semelhante a da magnetite

sendo a oxidacdo do Fe(ll) a Fe (I11) compensada por lacunas (1).

As propriedades magnéticas destes 6xidos, nomeadamente da magnetite e da
magnemite dependem largamente ndo s6 da sua estrutura, mas também do tamanho das
nanoparticulas e da forma dessas nanoparticulas. Em particular, a magnetite é
ferrimagnética a temperatura ambiente, mas se as particulas forem menores do que 6 nm
tornam-se superparamagnéticas, embora estas propriedades parecam depender do método
usado na sintese (2). Tendo em atencdo que muitas das aplicacfes médicas destas
nanoparticulas estdo intimamente relacionadas com as suas propriedades magnéticas € de
extrema importancia um controlo rigoroso do processo de sintese de modo a serem

obtidas os materiais com as caracteristicas desejadas.



As dimensbes das particulas, como seria de esperar, influenciardo néo s6 as
propriedades magnéticas, mas tém também uma grande influéncia sobre a forma como se
comportam in vivo. Por exemplo, diminuindo o didmetro, a particula pode passar para
superparamagnética, o que pode ser uma vantagem no caso da molécula estar a ser
sintetizada para fins imagiologicos (agente de contraste), mas também poderd ser
prejudicial, uma vez que quanto menores sdo as dimensdes destas particulas, menores sdo
os tempos de semivida no organismo, aumentando assim a clearance sistémica podendo

traduzir-se na impossibilidade de realizar exames mais morosos (3,4).

Estas nanoparticulas tém uma superficie que pode ser funcionalizada, tanto para
responder de diferentes formas aum campo magnético externo, como para adsorver certos
polimeros, aumentando de forma exponencial as suas aplicagdes. O revestimento pode
ser organico ou inorganico, dependendo do fim para que se esta a sintetizar as particulas.
Materiais organicos permitem que a superficie adira matéria organica como polimeros de
polietilenoglicol (PEG) ou mesmo anticorpos, enquanto que um revestimento inorgéanico
permite alterar o comportamento das particulas ao ser aplicado um campo magnético
externo, levando a um controlo maior sobre os resultados e sobre a toxicidade das

intervencdes (3).

Devido a versatilidade que advém das suas propriedades Unicas, o interesse na
aplicacdo das nanoparticulas de oOxido de ferro na area médica tem crescido
exponencialmente, quer seja na detecdo/diagnostico de patologias, quer seja no seu

tratamento.

Estas nanoparticulas podem ser utilizadas como veiculos na entrega de farmacos uma
vez que é possivel funcionalizar a sua superficie para que sejam captadas por recetores
no local de acdo, sem que haja efeitos secundarios de forma tdo exacerbada e
generalizada. A quimioterapia é uma das potencialidades destas particulas que pode
usufruir da capacidade enquanto veiculo das nanoparticulas (3). Tanto a nivel sistémico
como local e com administracdo oral e intravenosa. A escolha entre qualquer uma destas

vertentes dependera do tipo de neoplasia que se esta a abordar.

As nanoparticulas mais estudadas desta familia, magnetite e magnemite, por
possuirem um campo magnético intrinseco é possivel serem direcionadas promovendo a
acumulagéo no local desejado, sem que estas se alastrem por zonas ndo desejadas e, assim

restringindo os efeitos adversos. Esta conducéo dos 6xidos € feita com a aplicagdo de um



campo magnético externo sobre a zona onde se deseja concentrar as particulas, ou sobre
todo o percurso desde o local de administracdo até ao local de ac¢&o (5-7). Por exemplo,
h& a possibilidade de se fazer uma administracdo via aerossol, para tratamento de
patologias relacionadas com os pulmdes, e caso a patologia seja incidente em apenas um
dos pulmdes, pode-se aplicar um campo magnético externo num dos lados do térax e as
particulas, aquando da aspiracdo, deslocar-se-d0 para um dos lados da traqueia,
prevalecendo num dos pulmdes (7).

A hipertermia é uma aplicacdo médica com grande potencial de desenvolvimento e em
que as nanoparticulas de éxido de ferro desempenham um papel fundamental. Este
conceito implica o acumular de nanoparticulas, quer seja por direcionamento magnético,
ou por direcionamento por meio de recetores ou anticorpos (como referido
anteriormente). Apds acumulacéo das particulas no local de agéo € aplicado um campo
magnético externo variavel, fazendo aumentar a agitacdo das particulas por resposta ao
campo magnético e havendo com aumento da energia cinética um consequente aumento

da temperatura por libertacdo da energia por esta via (7,8).

Com todas estas possibilidades, e muitas outras que ndo foram referidas, torna-se
necessario criar um foco para a presente monografia. Assim, Este trabalho focar-se-a na
descricdo da constituicao, sintese e funcionalizacdo das nanoparticulas de oxido de ferro,
assim como a aplicacdo destas caracteristicas em alguns métodos e procedimentos
clinicos, sejam eles para diagnostico ou tratamento. Iremos restringir-nos a determinadas
patologias a serem referidas na aplicabilidade de certos métodos, que serdo brevemente

descritas e definidas para integracao no caso.



2. Sintese e caracteriza¢ao de nanoparticulas de oxido de ferro

2.1. Métodos de sintese

Diferentes métodos foram desenvolvidos ao longo das Ultimas décadas, visando a
preparacdo de nanoparticulas de magnetite. Ainda assim, ha sempre espaco para melhorar
o rendimento, porque sendo a sintese de magnetite pura relativamente simples de se
alcancar, obter nanoparticulas de magnetite com um tamanho especifico de particula e
uma distribuicdo de tamanhos aceitavel é uma tarefa mais desafiante. Diversos trabalhos
de revisdo que incluem uma variedade de estratégias de sintese destes materiais podem

ser encontrados na literatura (1,3,9-11).

As nanoparticulas de magnetite (e maghemite) podem ser preparadas com recurso a
um grande nimero de procedimentos de sintese, contudo, somente 0s procedimentos mais

utilizados serdo descritos nas sec¢des seguintes.

2.1.1. Co-precipitacdo

O método de co-precipitacdo € o mais utilizado e provavelmente o mais simples e
eficiente para a preparacdo de magnetites (9,10). Estas nanoparticulas s&o normalmente
preparadas através da mistura de sais de Fe (I1) e Fe (I11) com uma proporcao molar de
Fe (I1) / Fe (Ill) de 0,5 em meio aquoso. A precipitacdo ocorre, normalmente, num
intervalo de pH compreendido entre 0 8 e 14, pela adicdo de uma base (i.e., NaOH,
NHsOH) (1,11,12). A reacdo quimica que leva a formagdo da magnetite pode ser escrita

como demonstrado na Equacéo 1:

Equacéo 1

Fe?* + Fe3t + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 (9)

O oxido de ferro obtido é recolhido por decantacdo magnética ou centrifugacdo e
posteriormente tratado com &cido concentrado ou solugdes alcalinas, de forma a

promover a estabilizacdo electroestatica.



A principal vantagem deste método é a grande quantidade de nanoparticulas que
podem ser sintetizadas e algum controlo na dimensdo média de particula. Contudo, o
controlo sobre a distribuicdo da dimensédo de particula € um pouco limitada, justificado
pelo crescimento de cristais controlado por fatores cinéticos (9). A formacdo de
nanoparticulas segue os mecanismos comuns de nucleagdo e crescimento cristalino. Neste
caso, um grande numero de nucleos sdo formados simultaneamente a partir da solucéo
homogénea, num processo denominado por “burst nucleation”, logo que as espécies
alcangcam uma supersaturacdo critica, a qual € seguida por uma fase de crescimento
cristalino lento. De forma a controlar a distribuicdo de dimensdo das particulas, a
formacdo de novos nuicleos deve ser evitada durante esta segunda etapa segundo o modelo
de LaMer (13).

A primeira sintese de nanoparticulas controlada utilizando o método de co-
precipitacdo foi reportado por Massart em 1981 (12). No decorrer deste trabalho, os
autores mostraram a influéncia de diferentes parametros de sintese na producédo, dimenséo

e poli-dispersdo das nanoparticulas.

As particulas de magnetite ndo apresentam elevada estabilidade em ambientes aquosos
e podem transformar-se em maghemite (y-Fe2Oz) por oxidagdo na presencga de oxigénio.
A transformacédo controlada de magnetite em maghemite é executada frequentemente
como um passo subsequente na preparacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro (10). De
forma a prevenir a oxidacgéo de ides de Fe (1) € comum efetuar o processo de sintese sob

um gas inerte.

Diferentes variacdes do método classico de co-precipitacdo foram descritas na
literatura (1). Entre elas, o uso de Na,SOsz parece favorecer o controlo da reagdo no que
diz respeito a reacdo de oxidacao de ides ferrosos, evitando o uso de um gas protetor
(normalmente azoto). Neste caso, os ides ferrosos ndo sdo adicionados a mistura de
sintese, mas, em vez disso, sdo gerados in situ pela reducdo parcial de ides férricos com
Na,SO0s3 (14). A formacéo de complexos de ides férricos com SOs?” previne a subsequente

oxidacéo.

Uma vez que a dimenséo e a distribuicdo de tamanhos de nanoparticulas sao de elevada
importancia na maioria das aplicagdes (tais como aquelas que envolvam a magnetizacao),
algumas estratégias foram desenvolvidas de forma a alcancar, pelo menos, um controlo

parcial sobre estes parametros. A ideia chave passa por cobrir as nanoparticulas com uma



porcdo organica (aniGes organicos quelantes ou poliméricos) durante o processo de

sintese de forma a prevenir crescimento futuro.

2.1.2. Métodos de Elevada temperatura

Os métodos de altas temperaturas que incluam decomposicdo hidrotérmica, solvo
térmica e térmica, normalmente requerem que a mistura de sintese seja colocada num
autoclave selado e aquecida a temperaturas bastante superiores ao ponto de ebuli¢do do
solvente e, por vezes, até a temperaturas acima da sua temperatura critica. VariacGes deste
método podem incluir o uso de um sistema continuo envolvendo um reator de fluxo em

contra-corrente (15).

Quando comparados com o0 método de co-precipitacdo, 0s métodos de alta-temperatura
elevam o controlo de dimensao, distribuicdo de tamanho e configuragdo magnética das
nanoparticulas (10,16). Como no método de co-precipitacdo, diferentes aditivos (como o
acido oleico, sucrose, acido (poli)acrilico, liquidos idnicos, oleilamnia, polietileno glicol,
1-octadeceno, aminoacidos, acido citrico, etc.) foram utilizados de forma a promover a
estabilizacdo de nanoparticulas e prevenir a agregacao das particulas e, em alguns casos,

para promover uma funcionalizacdo num dnico passo (1,17-22).

As nanoparticulas magnéticas podem ser preparadas de diversas formas envolvendo
oxidacdo, reducdo ou co-precipitacdo de precursores de ferro. Entre os métodos descritos
pode referir-se como exemplo de S. Ge e colaboradores (23) em que foi usado FeCl; e
amonia. Variando as condicdes de reacdo e usando ar como oxidante foi possivel a
obtencdo de nanoparticulas de diferente tamanho. Com o0 mesmo objetivo Tian e
colaboradores (24) usaram Fe (acac) como fonte de ferro, n-octolamina como redutor e
n-octanol como solvente. O ambito da abordagem hidrotérmica e solvo térmica foi
expandida, sendo um dos principais objetivos de hoje a preparacdo de nanoparticulas
magnéticas com morfologias incomuns. Os trabalhos de J. Wan et al. (25), G. Thomas et
al. (15) ou J. Liang et al. (26), entre tantos outros, sdo exemplos do potencial demonstrado
por estes métodos, onde foram obtidos nanocristais mesoporosos, agregados de particulas

com estrutura em forma de flor e cristais bem lapidados, respetivamente.

A decomposicdo térmica de precursores de ferro em solventes organicos, utilizando

acidos gordos ou aminas como estabilizadores, € outra estratégia que permite a preparacdo



de nanoparticulas magnéticas monodispersas e com dimensdo controlada com elevada
cristalinidade (27), ainda que altas temperaturas sejam sempre um requisito. Estes
métodos podem ser implementados em recipientes abertos ou fechados, dependendo do
tipo de precursor de ferro, agente estabilizador da funcionalizagdo adicionado e
propriedades de textura esperadas.

Um procedimento comum envolve a preparagao de um complexo oleato de ferro que
é subsequentemente aquecido a uma elevada temperatura na presenca de &cido oleico
num solvente no ponto alto de fervura, como é descrito por Park (28) e Li (29). Nesta
abordagem, a temperatura operacional depende da escolha do solvente. Por um
procedimento semelhante, V. Patsula (30) e os seus colaboradores descrevem a
preparacdo de nanoparticulas de FesO4 superparamagnetico, através da decomposicao de
complexo de gluconato de Fe (IlI), sintetizado no passo anterior. Fe(acac)s € outro
precursor de ferro que permite a implementacdo do método (31-34).

O Pentacarboniloferro tem sido usado como precursor de ferro porque é facilmente
decomposto e 0 monoxido de carbono pode ser removido da mistura de sintese sem que
haja a necessidade de acrescentar etapas complexas, contudo este composto é altamente
toxico, o que constitui uma limitacao significativa. De forma a ultrapassar este problema
e ainda conseguir utilizar de forma conveniente os complexos carbonilo, D. Amara e
colaboradores (35) prepararam nanoparticulas de magnetite através de decomposicdo

térmica de Fe3(CO)12, que € um composto muito menos toxico que Fe(CO)s (35).

Os métodos de alta temperatura sdo adequados para o controlo de dimensdo de
particula uma vez que o crescimento cristalino é principalmente alcancado numa etapa de
temperatura elevada. Consequentemente, o crescimento cristalino pode ser facilmente
parado com uma diminuicdo rapida da temperatura da reacdo. Outros parametros, como
a razdo de Fe/acido oleico, o solvente utilizado e a adi¢do de oleato de sddio tém também

uma influéncia direta na conformacdo e dimensdo da particula (36,37).

A decomposicdo térmica de precursores de ferro também pode ser realizada em
condi¢des em que ndo haja solventes envolvidos, como é demonstrado por A. Asuha et
al. (38), que prepararam nanocristais de magnetite através de decomposi¢ao térmica direta
num recipiente fechado de complexo de ferro e ureia ([Fe(CON2H.)s](NOs)s) (38).
Utilizando este procedimento, o tamanho dos nanocristais é dependente da decomposi¢ao

de temperatura. A ureia, um dos produtos da decomposi¢éo térmica do complexo inicial,



aparenta representar um papel chave na formacgao de magnetite pela reducgéo parcial de
ides de Fe3*,

2.1.3. Métodos de emulsdes de 6leo-agua

O meétodo de emulsdo de éleo-agua tem sido usado para preparar nanoparticulas de
magnetite ha varias décadas. Um tipo particular de emulsdo € a micro emulsdo de agua
em 6leo (micro emulsdo reversa), onde a fase aquosa é dispersa em micro gotas
(tipicamente 1-50 nm de didmetro) numa fase ndo-polar de hidrocarbono. Neste método,
as gotas de agua sdo estabilizadas por uma camada fina de tensioativo. Cada gota
estabilizada € num ambiente confinado que pode impor constrangimentos cinéticos e
termodinamicos a reac¢fes quimicas envolvidas na formacdo de nanoparticulas e podem,
por isso, atuar como nanoreatores. O tamanho das micelas pode ser controlado pela
variacdo da relacdo agua/tensioativo e, consequentemente, este processo oferece uma
forma de controlar o tamanho e a distribuicdo de tamanho das nanoparticulas de magnetite

sintetizadas.

Sob agitacao, as micelas colidem continuamente aumentando as fusdes e quebras que
fazem os diferentes precursores presentes em cada gota, eventualmente misturarem-se e
iniciarem a reacdo (39). Utilizando este metodo, a formacdo de nanoparticulas é
habitualmente levada a cabo a temperatura ambiente, mas também pode ser efetuada a
uma temperatura mais alta (limitada pelo ponto de ebulicdo do solvente organico) (40).
Ap0s a reacdo estar completa, o produto resultante pode ser recuperado depois da adicéo
de diferentes solventes, como o0 metanol ou acetona, de forma a quebrar as micelas. Uma
grande variedade de tensioativos como o brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB),
dodecilbenenosulfonato (NaDBS), Igepal CO-520, Triton-X 100 dodecilsulfato de sédio
— SDS. Polioxietileno — Brij30, brometo de dodeciltrimetilamonio — DBAB, di-metileno
— 1,2 — bis(brometo de dodecildimetilamoénio), Aerosol OT (sulfosuccinato de diotil)
foram usados para a preparacdo de nanoparticulas de base de magnetite (41,42). Em

alguns casos um co-tensioativo foi também utilizado.

O método tem sido demonstrado como adequado para a preparacao de nanoparticulas
de magnetite puras e estruturas de capside com nudcleo de magnetite com diferentes

compostos organicos e inorganicos. Foi descrito pela primeira vez para a sintese de um



coloide de magnetite por M. Gobe et al. (9) que usaram micro emulsfes de agua/iso-
octano e agua/ciclo-hexano com Aerosol OT (sulfosuccionato de diotilo) e nonilfenil
hexoxi-etileno como tensioativos. Desde entdo, uma grande diversidade de
nanoparticulas tém sido preparadas usando o método micelar abrangendo materiais

metalicos e intermetalicos para 6xidos metalicos quaternarios.

No que diz respeito a sintese de nanoparticulas de magnetite, esta abordagem apresenta
muitas vantagens como a possibilidade de operar a baixas temperaturas, normalmente 20-
70 ©C, o tempo de reacéo, que tipicamente varia entre minutos a poucas horas, o controlo
adequado da forma e tamanho das particulas e uma distribuicéo estreita de dimens@es de
particulas. Como um exemplo tipico T. Lu et al. (25) usaram diferentes tensioativos para
preparar nanocristais de magnetite com dimenséo de particula compreendida entre 13 e
15 nm (dependendo do tensioativo usado) e um desvio padréo de tamanho de particula de
cerca de 2 nm. A sintese necessitou da preparacdo de uma solucdo de tensioativos numa
mistura a 40 °C de n-hepano/n-hexanol. Os precursores de ferro, sulfato ferroso e cloreto
férrico na forma de solugdes aquosas foram adicionados a mistura. A temperatura foi
aumentada até aos 70 °C e uma emulsdo de amonia aquosa, com 0s mesmos solventes
organicos, foi posteriormente adicionada. A solucdo escura foi mantida sob agitacao por
mais 3 horas a 70 °C e mais 2 horas a temperatura ambiente. Todo o procedimento foi

realizado sob atmosfera de argon de forma a prevenir a oxidacéao de ides férricos.

Vaérias descricbes mostram que o método de micro emulsdo apresenta uma grande
variedade, quer seja independentemente ou incluido num procedimento mais complexo.
Por exemplo, Vidal-Vidal et al. (43) relataram a preparacao de nanoparticulas magnéticas
monodispersas revestidas com oleilamina obtida numa emulséo de agua em 6leo. (ciclo-

hexano/Brij-97/fase aquosa)

2.1.4. Método Sol-gel

O método de Sol-Gel é baseado nas reacdes de hidrolise e condensacdo de precursores
metélicos em solugdo, em condi¢des que levam a formacdo de uma solucdo coloidal de
particulas nanométricas. ReacOes de condensagdo e polimerizacdo adicionais, levam a
uma rede tridimensional de particulas discretas ou uma rede de polimeros, conhecidas por

“gel molhado”. Normalmente, estas reacdes Sao realizadas a baixas temperaturas e assim,



tratamentos adicionais a temperaturas elevadas, podem ser necessérios para obter a

estrutura final.

As nanoparticulas de magnetite tém sido preparadas por esta abordagem e, como de
para outros tipos de nanoparticulas, a estrutura e propriedades do gel sdo influenciados
pelo solvente, temperatura, natureza, concentracdo dos precursores salinos usados, pH e
agitacdo (44). Os precursores mais usados para a sintese de nanoparticulas magnéticas
sdo os alcoxidos de ferro e os sais de ferro ( tais como cloretos, nitratos e acetatos), 0s
quais sdo submetidos a vérias formas de reacbes de hidrélise e policondensacdo em
condicdes alcalinas ou acidicas.

Através deste método torna-se possivel obter materiais com uma estrutura
predeterminada de acordo com as condi¢Ges experimentais, com bom controlo de
tamanho de particula e homogeneidade dos produtos da reacédo (45). A possibilidade de
incorporar moléculas, que mantém a sua estabilidade e propriedades dentro da matriz de
sol-gel, faz deste método particularmente adequado para a preparacdo de nanoparticulas
core-shell (invélucro-nucleo) e compostos organicos-inorganicos envolvendo oOxidos
magnéticos. Por exemplo, Hasanpour et al. (46) prepararam nanoparticulas de magnetite
com tamanho médio de 10 nm a partir de nitrato de ferro nona-hidratado e etilenoglicol.
A suspensao coloidal (sol) foi obtido a 40 °C, sob agitacdo por 2h e o gel foi obtido a 80
OC; uma secagem subsequente foi realizada a 150 °C por 20 h e a recozimento foi feita a
diferentes temperaturas (350-650 ©C) por outras 2h. A temperatura de recozimento
desempenha um papel importante no processo porque induz diferentes formas de
cristalizacéo, tamanho e também propriedades magnéticas das particulas. Os autores deste
trabalho demonstraram que este método de sintese pode ser utilizado para preparacéo
num anico reator (one pot synthesis) de materiais nanocompdsitos Fe304/ZnO.
Compostos de FexOy-SiO- tém sido largamente preparados atraves de procedimentos que

envolvem um passo de sol-gel como é demonstrado por Raileanu et al. (47).

Procedimentos de sol-gel menos convencionais foram também adotados por diferentes
autores para preparar nanoparticulas de magnetite. Por exemplo, Lemine et al. (48)
sintetizaram nanoparticulas de magnetite com uma dimensao de particula média de 8 nm
utilizando um método sol-gel modificado sob condigdes supercriticas de alcool etilico e
Sciancalepore et al. (49) prepararam particulas de magnetite monocristalinas com uma
dimensdo compreendida entre 4 e 8 nm utilizando uma via de sintese sol-gel néo-
hidrolitica assistida por micro-ondas.
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2.1.5. Meétodo Poliol

O método de poliol compreende um poliol como solvente onde um precursor de ferro
é suspenso. A mistura é agitada e aquecida a uma determinada temperatura que é limitada
pelo ponto de ebulicdo do poliol utilizado. Quando comparado com o método de sol-gel,
esta abordagem d& uso a uma reacdo de reducédo do precursor de ferro em vez da oxidagao
que ocorre no processo de sol-gel. Este é o motivo pelo qual o0 método é também chamado
de método de sol-gel inverso. Os polidis, como o etilenoglicol ou trietilenoglicol, podem
dissolver compostos inorganicos devido as suas contantes dielétricas elevadas e podem
oferecer um espetro alargado de temperaturas de trabalho devido aos pontos de ebuligdo
relativamente elevados. Neste processo, os polidis sdo utilizados também como agentes

redutores e estabilizadores que previnem a agregacgéo de particulas (1,37).

Cai e Wan (50) investigaram o efeito da natureza do solvente poliol (etilenoglicol, di-
etilenoglicol, trietilenoglicol e tetra-etilenoglicol) na preparacdo de nanoparticulas de
magnetite monodispersas utilizando Fe(acac)s como precursor de ferro. Os autores
referidos demonstraram claramente que a natureza do poliol utilizado tem um papel
central na morfologia e estabilidade das nanoparticulas. De entre todos os poliois testados,
somente o trietilenoglicol pode produzir nanoparticulas de magnetite ndo aglomeradas
com forma uniforme e uma distribuicdo de tamanho estreita. Mais recentemente, Jaime
Veja-Chacodn et al. (51) estudaram o efeito de outros parametros de sintese na formacéo
de nanoparticulas de magnetite utilizando trietilenoglicol. Este estudo indicou que a
natureza e concentracao dos sais precursores influenciam o mecanismo de formacéo das
nanoparticulas e, consequentemente, influencia o tamanho, forma e saturacdo de

magnetizacdo das nanoparticulas.

Nanoparticulas preparadas atraves do método de poliol podem ser facilmente dispersas
em meio aquoso e outros solventes polares porque a camada hidrofilica de ligandos poliol

os cobre.

2.1.6. Outros Métodos

Vérios outros métodos tém sido usados na preparacdo de nanoparticulas magnéticas
ou nanoparticulas magnéticas contendo compostos, incluindo a sintese assistida por

micro-ondas, sonolise, sintese por injecdo por fluxo, métodos eletroquimicos, métodos de
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aerossol/vapor e biossintese. Alguns destes métodos podem ser compreendidos como
melhorias dos métodos descritos acima. Por exemplo, aquecimento sob radiacdo de
micro-ondas pode reduzir significativamente o tempo de processamento e€ 0 custo
energético devido ao rapido aquecimento da mistura de sintese resultante da forte agitacéo
da reorientagdo de moléculas em fase com a excitagdo do campo elétrico (1).
Recentemente, Kubrakova et al. (52) usaram radiacdo de micro-ondas (80 °C e 8-15 min
de tempo de irradiacdo) para promover a formacdo de magnetite por co-precipitacao.
Através deste procedimento, os autores obtiveram particulas de magnetite, quer simples,
quer com superficie modificada com &cidos oleico e mercaptopropionico e brometo de
cetiltrimetilamonia. Hot spots de temperatura muito alta podem ser gerados através do
uso de ultrassom. Estes hot spots resultam do colapso rapido de cavidades geradas pelos
ultrassons e podem ser usados para preparar nanoparticulas magneéticas por decomposicao
de precursores de ferro como demonstrado por Abu Mukh-Qasem (53) ou co-precipitacéo
como é demonstrado por Nan Wang (54).

Métodos de injecdo por fluxo consistem em mistura segmentada ou continua de
reagentes sob um regime de fluxo laminar num reator capilar. Estes métodos séo, na
realidade, metodos de co-precipitacdo modificados, mas exibem uma elevada
reprodutibilidade, elevada homogeneidade de mistura e uma oportunidade para um
controlo externo preciso do processo (1,44). Métodos eletroquimicos podem também
apresentar algumas vantagens em relacao a outros métodos de sintese, nomeadamente a
elevada pureza do produto e a possibilidade de controlar o tamanho de particula pelo
ajuste da corrente ou potencial aplicado ao sistema (55,56). A pirrdlise por spray e laser,
exemplos de tecnologias de aerossol para a sintese de nanoparticulas magnéticas, sao
processos quimicos continuos que permitem uma producdo a uma taxa elevada. A
pirrélise por spray consiste em pulverizar uma solucdo de sais férricos e um agente
redutor num solvente organico numa série de reatores, onde o soluto do aerossol
condensa, 0 solvente evapora e a reacao de pirrélise toma lugar. O residuo seco resultante
consiste em particulas cujo tamanho depende do tamanho inicial e a distribuicdo de
tamanho das gotas originais (1,44). Nanoparticulas magnéticas também tém sido
sintetizadas por uma abordagem biossintética onde bactérias magnetostaticas e bactérias
redutoras de ferro, como Geobacter metallireducens, M. gryphiswaldense, etc., sdo

utilizadas. Ainda assim, o mecanismo de formacdo de particulas por organismos vivos
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ndo estd completamente compreendido, o que previne o total controlo do tamanho e forma

dessas particulas.

Todos os métodos descritos acima apresentam vantagens e desvantagens em termos

de simplicidade e controlo de forma, tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas.

Aquando da escolha do método de sintese, os requisitos da aplicacdo final em termos de

quantidade, tamanho, forma, distribuicdo de tamanho, superficie e propriedades

magnéticas das nanoparticulas devem ser tidos em consideracao.

Tabela 2.1 - Comparacéo das caracteristicas das nanoparticulas de acordo com o método de sintese

utilizado (39).

Caracteristicas da
nanoparticula de
oxido de ferro

Método de sintese das nanoparticulas

Aerosol/

vapor

Solucéo em
massa

Sol-gel

Microemulséo

Tamanho e
distribuicéo de

tamanho

Morfologia

Vantagens

Desvantagens

5-60 nm com
larga

distribuicdo

Esférica

Alta taxa de

producgdo

Sao formados
grandes

agregados

10 - 50 com larga

distribuicdo

Esférica (grandes

agregados)

Podem ser
sintetizadas grandes

quantidades

Oxidagéo de
magnetite a
maghemite

descontrolada

20 — 200 nm com

larga distribuicéo

Esférica com alta

porosidade

Util na sintetizagio
de nanoparticulas
hibridas. E possivel
controlar o tamanho e
forma

Normalmente o
produto final contém
componentes da
matriz sol-gel na

superficie

4 —15nm com
distribuicdo muito

pequena

Clubica ou esférica

(sem agregacéo)

Propriedades
uniformizadas.
Permite modulacédo

da dimenséao

Os agentes
tensioativos sdo
dificeis de remover
Somente pequenas
guantidades de 6xido

de ferro é sintetizado
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Como se pode concluir com base em todos os métodos descritos acima, de acordo com
a utilidade que se espera obter das nanoparticulas, pode-se optar por certos métodos em
detrimento de outros, que permitam controlar as caracteristicas criticas que preconizem o
sucesso da sua utilizagdo, como se pode ver na Tabela 2.1. Para cada aplicacéo terapéutica
ou de diagndstico, determinadas caracteristicas das nanoparticulas tém maior ou menor
peso na decisdo de sucesso ou insucesso da aplicagdo. Além de fatores decisivos como o

tamanho, superficie e nicleo, ha que ter em conta o custo e o tempo de preparacao.

2.2. Estabilizacdo e modificacdo da superficie

A estabilizacéo de nanoparticulas magnéticas como uma suspensdo magnética coloidal
é¢ um problema central que tem de ser considerado qualquer que seja a aplicagédo
subsequente (1,10,44). Neste intervalo de tamanho de particula, € conhecido que estas
tendem a agregar de forma a reduzir a energia de superficie. Por outro lado, a estabilidade
guimica, nomeadamente a das nanoparticulas magnéticas, tem de ser assegurada, uma vez
que a facil oxidacdo dos atomos de ferro na estrutura da magnetite causa alteragcdes ao
nivel das propriedades magnéticas. Finalmente, a cobertura da superficie das
nanoparticulas com moléculas apropriadas torna-se uma necessidade se a aplicacdo

médica estd em vista.

Os atomos de ferro na superficie das particulas atuam como acidos de Lewis e, por
isso, coordenam-se com atomos de moléculas que podem doar um par de eletrbes. Em
solucdes aquosas, a agua coordena-se com o ferro dissociando-se facilmente, dando
origem a uma superficie funcionalizada por grupos hidroxilo. Os grupos hidroxilo sdo
anfotéricos e a superficie das nanoparticulas pode apresentar uma carga positiva ou
negativa, dependendo do pH da solucdo. Desta forma, é possivel funcionalizar as
nanoparticulas de diferentes formas recorrendo a diferentes materiais ligados a superficie,

como se pode observar na Figura 2.1.
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Figura 2.1 - Diferentes estratégias para a funcionalizacéo das nanoparticulas de 6xido de ferro (10).

Todos os métodos de sintese descritos acima levam em consideracdo pelo menos o
problema de agregacédo e fazem uso de aditivos para prevenir que isto ocorra, tais como
acidos oleico ou citrico. Ainda assim, na maioria dos casos, 0s métodos usados para
preparar nanoparticulas monodispersas com elevada cristalinidade usam tensioativos
hidrofdébicos para cobrir a superficie das particulas, o que as torna insolGveis em agua.
Uma aplicacdo médica ou biologica direta destas nanoparticulas ndo é normalmente
possivel e a modificacdo da superficie € necessaria de forma a obter materiais magnéticos
biocompativeis dispersaveis em agua e estaveis quimicamente. As estratégias mais
comuns para alcancar estes requisitos envolvem a formacdo de estruturas involucro-
nucleo (core-shell) onde a superficie de nanoparticulas magnéticas ¢ modificada com
micelas tensioativas, ligandos bi-funcionais, ligandos poliméricos ou silica (neste caso, o
uso de silica pode ser um passo intermédio para a subsequente funcionalizacdo), como é
ilustrado na Figura 2.1. Estas modificag0es podem ser alcancadas quer por alteragdo do
ligando, quer por cobertura organica ou inorganica (1,10,57,58). A Tabela 2.2 apresenta
algumas moléculas com interesse em medicina, que podem ser usadas para funcionalizar

as nanoparticulas de 6xido de ferro.
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Tabela 2.2 - Proteinas/Ligandos direcionadores selecionados que podem ser usados para a derivatizacao
de nanoparticulas magnéticas para diversas aplicacfes biomédicas (39).

PROTEINA/LIGANDO

ATIVIDADE FUNCIONAL

REFERENCIA

Transferrina

Lactoferrina

Fator de crescimento
transformante — alfa
(TFG-alfa)

Insulina

Fator de crescimento de
nervo (NGF)

Ceruplasmina

Pululano

Elastina
Albumina

Péptido-TAT

Péptido-RGD

Largamente aplicada como um ligando de
direcionamento ativo de agentes
anticancerigenos, proteinas e genes para
células proliferativas primarias, por recurso a
recetores de transferrina.

Estruturalmente semelhante a transferrina.
Atua como um agente anti infecdo, um
modulador da resposta inflamatéria e da
absorcao de ferro e € também uma proteina
imuno-reguladora.

Promove a proliferacdo e diferenciacdo de
células e pode ser importante para a
cicatrizacdo de feridas.

Uma hormona que regula os niveis de glucose
no sangue, é uma proteina de pequenas
dimensoes.

Promove a superacao da neurite e a
sobrevivéncia de células neuronais.

Principal transportador de cobre no plasma, o
gue desempenha um papel importante na
homeostase de ferro e é também um
antioxidante para um variedade de radicais
livres.

Alta solubilidade em &gua, ndo apresenta
toxicidade, muito Util como um expansor de
plasma, ndo imunogénico, sem propriedades
antigénicas. Também existem evidéncias de
uptake hepatico de pululano mediado por
recetores em ratos.

Proteina reticulada na matriz extracelular que
providencia elasticidade para varios tecidos.
A principal proteina do sangue, liga-se a uma
grande variedade de compostos lipofilicos
incluindo esteroides.

Péptido que atravessa a membrana celular,
melhora a entrega intracelular de farmacos.
Direciona, preferencialmente, células
cancerigenas, fraco potencial imunogénico.

(59-62)

(63,64)

(65)

(66)

(67)

(63,64)

(68)

(69)

(70)

(71,72)

(73)
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2.3. Caracterizacgéo

O comportamento bioldgico e magnético das nanoparticulas depende do seu tamanho,
forma, polidispersividade, natureza e pureza das fases presentes, microestrutura e tipo de
cobertura. Uma abordagem politécnica €, assim, de elevada importancia para que se
alcance uma caracterizagdo adequada que, por sua vez, é essencial para a interpretagdo

correta de dados experimentais.

A difracdo de raios-X (método de po6s) (XRD) é uma técnica central para a
caracterizacdo de nanoparticulas magnéticas. E uma técnica baseada na difracdo de
radiacdo-X por um conjunto de planos de difracdo determinados pelo rearranjo espacial
dos atomos no cristal. Isto permite distinguir fases cristalinas com diferentes arranjos
estruturais que dardo origem a diferentes padrées de difracdo. Ainda que em alguns casos
a resolucdo da estrutura possa ser conseguida, o procedimento mais comum é a
comparagdo do padrdo de difragcdo experimental com padrdes existentes em bases de

dados apropriadas.

[Peak List

01-071-49(18

| 1 I 1 | | L 1 M 1

|
01-072-6429
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20 30 40 50 6O 70 80 90 100 110120 130 140 150
Position [*2Theta] (Copper (Cu))

Figura 2.2 - Fichas da base de dados ICDD PDF2 maghemite (verde), hematite (azul) e magnetite
(vermelho).
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A hematite (alfa-Fe»03), a maghemite (lambda-Fe>Os3) e a magnetite (FezOs4) tém um
conjunto de propriedades Unico que faz delas os mais promissores 0xidos de ferro para
aplicacdes técnicas e bioldgicas. No que diz respeito a estrutura do cristal, a maghemite
e a magnetite apresentam um rearranjo similar, mas enquanto a magnetite compreende
tanto ides de ferro divalentes como trivalentes, a maghemite contem somente ides de ferro
trivalentes. A maghemite é assim frequentemente considerada como uma magnetite
oxidada (1). Esta similaridade estrutural torna os padrdoes XRD consideravelmente
semelhantes no que diz respeito ao pico mais intenso (Figura 2.2), €, em combinagdo com
a baixa intensidade e amplitude dos picos que sdo normalmente obtidos com amostras de
nanoparticulas, torna a identificacdo das fases um pouco dificil. Levando em
consideracdo que a maghemite é facilmente obtida a partir da magnetite através de uma
reacdo de oxidagdo durante o processo de sintese, um cuidado especial deve ser tido em

conta na obtencéo do padréo e identificacdo da fase.

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) é usualmente utilizada para avaliar o
tamanho, distribuicdo de tamanho e forma das nanoparticulas (44). Esta técnica implica
uma andlise por tratamento de imagem num ndmero estatisticamente significativo de
particulas. Deve ser tida especial atencdo aquando da preparacdo de amostras porque
pode-se induzir a agregacao dos coloides e, sendo assim, as medi¢cbes TEM podem néo
refletir o tamanho e a distribuicdo em solucdo. O estudo do rearranjo da microestrutura
local e a superficie atdbmica podem ser estudadas por microscopia eletrénica de
transmissdo de alta-resolucdo. O tamanho de particula é frequentemente avaliado por
dispersdo dindmica da luz (DLS) (9). A medicdo do coeficiente de difusdo de
nanoparticulas em solucdo permite determinar o raio hidrodindmico de uma esfera
correspondente e a polidispersividade da solucdo coloidal, desde que o fendbmeno de

agregacao ndo ocorra no solvente.

A espetroscopia de Mdssbauer € uma técnica especifica de espetroscopia que, no
ambito do tema das nanoparticulas de 6xido de ferro, pode ser utilizado para relacionar
os resultados estruturais e morfoldgicos obtidos por XRD, espetroscopia IV e TEM com
as interacBes magnéticas versus a temperatura(l), como é demonstrado no trabalho

realizado por Raileanu et al. (45).

Contudo, esta técnica é referida em diversos trabalhos como os de Raileanu et al. (45)
e O. M. Lemine et al. (48) como sendo uma técnica complementar as demais utilizadas.
Esta é utilizada como intermediaria de correlacdo entre os resultados das restantes
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técnicas, ainda que com resultados bastante significativos e assertivos, permitindo
alcancar conclusdes definitivas quanto aos aspetos das nanoparticulas considerados mais

importantes durante a sua sintese.

Um espetro de Mdssbauer é obtido pela quantificacdo da energia que chega a matriz
de detecdo (normalmente Rddio [Rh]) que é bombardeada com a energia gama libertada
pelas particulas ap0s esta ser emitida a partir de um isétopo radioativo (comummente
cobalto [Co]). Caso as particulas tenham um ndcleo livre, a energia libertada quando ha
a emissdo de um fénon (fotdo de radiacdo gama) provoca um recuo no nucleo, a
semelhanca de uma arma de fogo, quando o projétil abandona o cano a energia de
propulsdo do projétil provoca um recuo da arma em si, como justificado pela segunda lei
de Newton, o par agdo-reacao. Esta sequéncia de eventos é exemplificada na Figura 2.3.

57,
Co IN3o-Ressonantes| | Fletrées Ressonantes |
Foto Eletrdes
EC Egecggfs de Compton Eletrdes de Conversdo
57 K 7.3 keV
Fe 136.3 keV L 13.6 keV
&%) M 14.3 keV

(91%)

14.4 keV Eletrdes de Auger
(82.8%) KLL 5.4 keV
\ 0 LMM ~0.6 keV
X-rays mw <15eV
electrons
Eletrdes de Shake-off
| Fotdes Ressonantes |
Fonte raios-v 14.4 keV

B

Material Absorvente raios-X 6.3 keV

Figura 2.3 - Os varios processos de backscattering para o °’Fe ap6s a ressonancia da absorgao de um
incidente g-quantum.
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A semelhanca de varias outras técnicas de espetroscopia, a espetroscopia de
Mdssbauer pode ser aplicada como método de absor¢do ou de emissdo. Para as
nanoparticulas magnéticas, esta técnica é aplicada como método de absorcéo,
quantificando a radiagdo absorvida pelas particulas, quando atingidas com radiacédo gama.
Para que uma particula consiga absorver a radiacdo gama € necessario que tenha o nlcleo
livre, para que o recuo resultante da emissdo possa acontecer, isto ndo é observavel em
particulas com ndcleo cristalino pois tém uma estrutura fixa, impedindo o recuo da

emisséo (74).

Como referido anteriormente, o tamanho das particulas e o seu comportamento
magnético é de elevada importancia no que se traduz na sua aplica¢do nas diversas areas.
Esta técnica de espetroscopia permite aferir a conformacdo estrutural das particulas
sintetizadas e prever o seu comportamento magnético sob aplicacdo de um campo

magnético externo.

Dependendo da natureza da cobertura e 0s objetivos da caracterizacdo, uma variedade
de outras técnicas podem ser utilizadas. Isto inclui a espetroscopia de infravermelhos por
transformada de Fourier (FTIR), a analise termogravimétrica (TG) e a calorimetria

diferencial (DSC) e a ressonancia magnética nuclear (RMN), entre outras.
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3. AplicacOes Terapéuticas
3.1. Hipertermia

A hipertermia ¢ uma das varias aplicacdes estudadas na ultima década das nano
particulas de 6xido de ferro (75,76). Esta técnica baseia-se na propriedade magnética

intrinseca das particulas e da sua resposta a um campo magnético variavel.

Desta forma, é impossivel explicar-se o principio fisico-quimico desta técnica sem
primeiro se entender o comportamento magnético das nano particulas, os tipos de
magnetismo que sdo possiveis incutir nas particulas e como estes reagem a diferentes

tipos de campos magnéticos externos.

3.1.1. Magnetismo

Um material magnético pode ter, como referido, um comportamento magnético que
pode ser caracterizado como: Diamagnetismo, Paramagnetismo, Ferromagnetismo,

Antiferromagnetismo e Ferrimagnetismo (7).

Toda a matéria tem uma propriedade considerada como bésica, 0 Diamagnetismo. Esta
propriedade foi observada em materiais sem momento magnético, ou seja, sem eletroes
desemparelhados nas orbitais (7). A suscetibilidade magnética de um material

diamagnético ¢é independente da temperatura (7,28,77-79).

O Paramagnetismo € observado em materiais com eletrdes desemparelhados em
orbitais parcialmente preenchidas, desta forma possuindo um momento magnético em
rede pois, quando um campo magnético externo é aplicado, ndo ha uma orientacédo
comum e sim uma rede dispersa de momentos magnéticos. Em materiais com esta
caracteristica magnética a eficacia de um campo magnético aplicado é oposta pela
propriedade aleatéria da temperatura, a qual resulta, consequentemente, numa
suscetibilidade magnética dependente da temperatura. Contudo, quando o campo
magnético € removido, estes materiais apresentam propriedades diamagnéticas com
magnetizacdo igual a zero. Em suma, pode-se afirmar que o paramagnetismo € uma
propriedade de materiais que tém momentos magnéticos atdmicos desacoplados
(7,18,77,80,81).
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Dominio Multidominio

Superparamagnetismo | >mgular
Dspns Dcg .

25 nm 128 nm Magnetite

30 nm 166 nm Maghemite

Tamanho de particula / nm

Figura 3.1 - Regimes magnéticos de magnetite e maghemite em fungdo do seu tamanho
(superparamagnético, dominio singular e multidominio).(86)

Quando se tratam de materiais com momentos magnéticos atdbmicos alinhados e com
magnitude equivalente, no que diz respeito ao seu comportamento magnético designa-se
por Ferromagnetismo. Materiais ferromagneticos como o ferro, niquel e cobalto,
apresentam um fendmeno onde os spins dos eletrdes ndo emparelhados se alinham
paralelamente uns com os outros. Mesmo na auséncia de um campo magnético, sdo
registadas magnetizaces espontaneas em materiais ferromagnéticos. imans duros sio
materiais que apresentam magnetizacdo permanente, mesmo quando o campo aplicado é
removido (7,77,82).

Como o préprio nome indica, um material que apresente um comportamento
antiferromagnético, apresenta um momento magnético rearranjado numa forma
antiparalela. Os momentos magnéticos tém igual momento magnético atbmico mas em
sentidos opostos (82,83). A propriedade antiferromagnética de um material aumenta com
0 aumento da temperatura. Contudo, quando a temperatura ultrapassa a temperatura de
Néel, o material apresenta propriedades paramagnéticas devido a flutuacdo aleatoria dos
momentos magnéticos atémicos alinhados em sentidos opostos, levando ao
desaparecimento da sua ordem de longa-distancia (7). A temperatura de Néel define-se

como a temperatura correspondente a quantidade de energia térmica necessaria para que
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um material antiferromagnético sofra a desorientacdo magnética microscopica e se torne,

assim, num material paramagnético (84).

O Ferrimagnetismo é uma propriedade demonstrada por materiais nos quais 0s
momentos magnéticos dos atomos ou ides estdo organizados numa forma ndo paralela
quando nenhum campo magnético é aplicado e a temperatura € inferior a temperatura de
Néel (83,85). Contudo, os materiais ferrimagnéticos tornam-se paramagnéticos acima da
temperatura de Néel (7).

Contudo, existe mais uma denominacdo para um comportamento magnético que deriva
de um dos conceitos descritos acima, 0 Superparamagnetismo. Este comportamento esta

fortemente ligado a dois conceitos: as dimensdes do material magnético e a coercividade.

A coercividade de um material ferromagnético refere-se a intensidade necessaria do
campo magnético aplicado para reduzir a magnetizacdo do material até zero. Assim, a
coercividade é a medida de resisténcia de um material ferromagnético a desmagnetizagédo
e € uma das caracteristicas mais interessantes das nanoparticulas de 6xido de ferro. Como
referido, a coercividade e fortemente dependente do tamanho das particulas, a qual
aumenta até ao seu maximo e depois decresce para zero a medida que o tamanho da

particula se reduz, como pode ser observado na Figura 3.2.

2 Dominio ’
AIper TE : Multidominio
paramagnético | Singular

—>

Coercividade

Raio das Nanoparticulas —s

Figura 3.2 - llustracéo esquematica da relacao entre a coercividade e o raio das nanoparticulas (86).
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As nanoparticulas superparamagnéticas (SPMNPs) tém sido alvo de estudo para varias
aplicacbes biomédicas pelo seu comportamento magnético Unico, boa

biocompatibilidade, modificacdo de superficie facil e baixo custo (87).

Neste caso podemos dizer que a possibilidade de se reverter a magnetizacdo da
molécula, sem que haja histerese, ou seja, sem que haja preservacao da deformacgdo no
momento magnético que resulta da aplicacdo de um campo magnético externo, evitando
a agregacdo das particulas, quer enquanto estdo armazenadas, quer ap6s administragcdo
intra-venosa (3,87).

Em suma, podemos concluir que a sintese de nanoparticulas de 6xido de ferro com
determinadas caracteristicas magnéticas permitem diferenciar as aplicacGes de acordo

com as necessidades magnéticas da aplicacdo em vista.

3.1.2. Aumento da temperatura in situ

A utilidade da hipertermia, enquanto método terapéutico, tem sido estudada no ambito
das doencas neoplasicas, mais especificamente nas cerebrais e na dificuldade de fazer

chegar farmacos ao local, dificuldade esta garantida pela barreira hematoenceféalica.

D. Chang et al. (88) define a hipertermia como a leve elevacdo da temperatura, de
forma controlada, até valores entre os 40 a 43 °C, de forma a provocar a morte celular de
células cancerigenas e podendo melhorar os efeitos da radioterapia e quimioterapia (89).
Contudo, estes investigadores afirmam que o alcance de todo o potencial das
nanoparticulas de éxido de ferro como tratamento clinico, tem sido barrado pela
incapacidade dos métodos de tratamento atuais de se restringir ao aguecimento das células
cancerigenas e somente estas células. Como seria de esperar, sem uma barreira que
impeca a energia sob a forma de calor de atingir as células saudaveis adjacentes as células
neoplésicas, esta energia atua, da mesma forma que nas células a eliminar, nas células
saudaveis, sendo assim necessario pesar 0s pros e contras da sua utilizacdo em terapéutica

anti neoplasica (88).

Existem diferentes formas de provocar a morte celular através da hipertermia e,
segundo Dewey et al. (90) e Roizin-Towle et al. (91), ndo existe uma diferenga na
sensibilidade térmica entre células malignas e saudaveis. Estes investigadores

conduziram uma experiéncia onde cultivaram células dos ovarios de hamsters chineses in
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vitro e fizeram variar a temperatura e a duracdo da exposicao a essa temperatura (88). A
efetividade e homogeneidade da hipertermia recebe, assim, uma grande relevancia, uma
vez que apenas 0 aumento de 0,5 °C é suficiente para causar um impacto significativo na

viabilidade da célula alvo, como se pode aferir pela Figura 3.3 (90).
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Figura 3.3 - Curvas de sobrevivéncia de células de ovario de hamster Chinés, aquecidas a diferentes
temperaturas para diferentes intervalos de tempo. Adaptado de Dewey et al. (1997).

Os investigadores Waust et al. e van der Zee (89,92) procuraram explicar a reducdo da
viabilidade de uma célula apds ser exposta a um tratamento por hipertermia. E descrito
nos seus trabalhos que um dos mecanismos que possivelmente explicam a perda de fungéo
recaem sobre a desnaturacdo proteica a determinadas temperaturas (89,92). Lepock et al.
(93) descrevem que a desnaturacdo proteica ocorre a aproximadamente 40 °C e que a
temperaturas superiores uma maior porcao de proteinas serd desnaturada. Uma pequena
percentagem de proteinas celulares é desnaturada num intervalo de temperaturas de 40 a
42 °C, contudo, Borrelli et al. (94)afirma acreditar-se que algumas destas proteinas se vao
co-agregar a proteinas nativas e, assim, aumentar significativamente o nivel de agregacao.
E ainda postulado que, esta combinacdo de desnaturacdo induzida pelo aumento da
temperatura e a subsequente co-agregacdo entre proteinas, seja a justificacdo para o efeito
da hipertermia nas diversas reacGes em cadeia como a inativacdo da sintese proteica, a

progressao do ciclo celular e a reparacdo do ADN (90,93,95).

Apdbs compreensdo dos diferentes tipos de magnetismo possiveis de obter com
diferentes nanoparticulas ¢ das suas “dependéncias”, percebemos que para a utilizacdo

das nanoparticulas de Oxido de ferro na técnica de hipertermia estas devem ter um
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comportamento magnético superparamagnético. Esta exigéncia deve-se ao facto de que o
aumento da temperatura resulta de um aumento da energia cinética das particulas no local
onde estas foram acumuladas. Tém sido conduzidos estudos no sentido de utilizar esta
propriedade nos tumores cerebrais, como mencionado, provocando uma intencional
acumulacdo das nanoparticulas no préprio tumor e depois aplicando um campo magnético
variavel (AMF), que resulta num aumento da temperatura e, calcula-se, na destruicéo das

células tumorais, sem efeitos colaterais para as células saudaveis adjacentes. (3)

O aumento da temperatura, em termos cientificos, resulta do mecanismo de
relaxamento de Néel quando as particulas superparamagnéticas estdo sob influéncia de
um AMF (3). O mecanismo de relaxamento de Néel consiste, por exemplo, numa
particula com dominio magnético singular, ter esse mesmo dominio orientado numa
direcdo de facil magnetizacdo e que, ao ser aplicado um campo magnético externo, o
momento magnético dessa particula ird rodar para uma orientacdo mais proxima da do
campo externo aplicado, sem que haja rotacdo da particula. Quando o campo magnético
é retirado, essa particula v& o seu momento magnético retomar a posi¢do original, por
outras palavras, relaxando para o estado de equilibrio, libertando energia sob a forma de
calor. O tempo de relaxacdo de Néel (7,,)aumenta exponencialmente com o aumento de

tamanho das nanoparticulas, como se pode observar na

Equacéo 2 (96):

Equacéo 2

KerfV
T, = Tge kBT

R. L. Févre et al. (97) desenvolveram um estudo comparativo entre as nanoparticulas
de 6xido de ferro sintetizadas pelos métodos quimicos e as nanoparticulas de 6xido de
ferro sintetizadas biologicamente. Neste trabalho, é proposto que as nanoparticulas
sintetizadas com recurso a bactérias magnetostaticas (chamadas magnetossomas), sdo
mais eficientes que as nanoparticulas quimicas no uso em tratamentos por hipertermia e

podem ser utilizadas para métodos de diagndstico. Estas nanoparticulas sintetizadas

26



biologicamente, foram revestidas com uma camada de poli-L-lisina (M-PLL) sob
condicOes estéreis, para que um estado de biocompatibilidade e estabilidade de suspenséo
seja alcangado. A capacidade anti tumoral de ambos tipos de nanoparticulas, foi
comparada pela administragdo de suspensdes compostas por 25 pg de ferro por mm?3 de
tumor, de M-PLL ou IONPs, no centro de tumores de glioblastomas GL-261 altamente
agressivos, com tamanhos compreendidos entre 50 e 150 mm? (98-101). Com base em
outros estudos (102), estima-se que 0,5 g de magnetossomas por paciente sejam o
necessario para o tratamento de glioblastomas utilizando hipertermia magnética. Este
novo método remove o problema das endotoxinas, presentes na superficie da capside
bactérica. E entdo proposto que € possivel aumentar o fator de producdo de
magnetossomas num fator de 150 se se substituir a estirpe de bactérias AMB-1 para a
MSR-1 (97).

S. Toraya-Brown et al. (103) postularam que no tratamento local de tumores com
recurso ao método de hipertermia magnética induz a resisténcia contra tumores distais e

secundarios garantida por células T-CD8".

Os linfocitos T CD8*, também conhecido como linfocito T citotéxico, tem como
principal funcdo no organismo humano eliminar células infetadas por parasitas
intracelulares. Ao reconhecer um antigénio como nao préprio do individuo, este linfécito
liberta granulos que danificam a estrutura das células adjacentes, assim como fatores
como o Faz e 0 TNF-a, que induzem a apoptose na célula alvo (104). Em 2016 um grupo
de investigadores holandeses e noruegueses realizaram um ensaio clinico onde coletaram
células T do sistema imunoldgico de um individuo doador saudavel, administraram num
doente com cancro e detetaram que as células T foram capazes de reconhecer células

anomalas (neoplasicas) (105,106).

O conceito no qual Toraya-Brown e colaboradores se basearam foi que as células
cancerigenas que sdo submetidas a stress térmico libertam um tipo de proteinas
denominado por heat-shock proteins (proteinas de choque térmico), ou HSPs, e estas
ligam-se e ativam células apresentadoras de antigénios (APCs) (107-109). Uma vez que
as HSPs estdo normalmente ligadas aos antigénios do cancro, quando o complexo HSP-
Antigénio é fagocitado pelas APCs, estas ultimas podem apresentar o antigénio as células
T do sistema imunoldgico do individuo doente e dar inicio a uma resposta imunolégica
adaptativa (110,111). E afirmado pelos investigadores que as células neoplasicas
stressadas pelo calor libertam exossomas gque contém antigénios e citocinas (112,113) e,
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por isso, ndo s6 providenciam uma fonte de antigénio para as APCs, como também

ajudam no processo de recrutamento de APCs e células T para os tumores.

Adicionalmente, é postulado que o calor altera a visibilidade dos tumores para as
células imunoldgicas. E descrito que células aquecidas a 39,5 ou 43 °C expressam niveis
de MICA, um ligando NKG2D, (114) ou MHC de classe | (115) mais altos,
respetivamente, tornando os tumores mais sensiveis a lise por células NK ou CD8",
respetivamente. Finalmente é observado um aumento da permeabilidade vascular tumoral
como consequéncia da hipertermia local a 42 °C (116), o que, por sua vez, melhora a
perfusdo no tumor e pode facilitar a circulacdo de células imunoldgicas entre tumores e

orgdos linfaticos (103).

Desta forma, pode-se concluir que a técnica de fazer aumentar a temperatura num
determinado local, recorrendo a administracdo e acumulacdo de nanoparticulas de 6xido
de ferro em determinado tecido e posteriormente aumentar a energia cinética pela
aplicacdo de um campo magnético alternante externo, que se traduzird num aumento da
energia térmica, permite fazer com que as nanoparticulas desempenhem dois tipos de
terapia. Uma das terapias envolve o aquecimento no local restrito de forma a que a morte
celular das células cancerigenas seja desencadeada sem que haja repercussdes para as
células vizinhas saudaveis. A outra terapia envolve um processo mais complexo, sendo
que o aumento de temperatura (inferior a anterior) leva a um desencadear de resposta

imune pelo organismo, resposta esta especifica para o local onde foi desencadeada.
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3.2. Qutras aplicacdes em terapéutica tumoral

Além da potencialidade da aplicacdo das nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro
em hipertermia, existem outras potenciais aplicagdes que incluem o0s exemplos

apresentados a seguir.

Umas destas aplicacOes € a possibilidade de funcionalizar a sua superficie e dirigi-las
para 0s tumores, abrindo assim um novo leque de possibilidades terapéuticas. O objetivo
é que que sirvam de recetores a farmacos utilizados em quimioterapia ou que a propria
estrutura da nanoparticula funcione como capsula de transporte do farmaco, para que,
quando chegar ao alvo e for absorvida pelo tumor, liberte o farmaco. Isto melhora
significativamente a entrega de farmacos e a biodisponibilidade, quer do farmaco, quer
das nanoparticulas (117-119).

3.2.1. Imagiologia

A terapéutica anti tumoral utilizando nanoparticulas de 6xido de ferro pressupde um
conhecimento do tumor, tanto em localizacdo, como em dimenséo, para que se possa
elaborar uma forma de alcanca-lo e escolher de entre os diversos métodos clinicos para o

tratamento.

Para tal é necessario recorrer a imagiologia do tumor e dos tecidos adjacentes, para
que se consiga direcionar o farmaco para o local de a¢do de forma mais incisiva possivel.
Um dos tipos de imagiologia utilizados, envolvendo as nanoparticulas de 6xido de ferro,
¢ a imagiologia por ressonancia magnética nuclear. Esta aplicabilidade baseia-se na
capacidade de direcionar as nanoparticulas para determinadas areas em especifico e fazé-

las ficarem retidas ai, mas ndo so.

Huang et al. (118) descrevem as principais caracteristicas das nanoparticulas como
agentes de contraste para ressonancia magnetica nuclear como sendo a sua capacidade de
serem fagocitadas para o interior das células além do sistema vascular, o potencial
melhoramento da intensidade do contraste, a sensibilidade de responder a pequenas
variagOes que ocorrem nas diversas doencas e a capacidade de serem utilizadas como

biomarcadores (118).
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E também de grande relevancia para o método, a sua capacidade magnética intrinseca,
uma vez que, como o0 proprio nome indica, a imagiologia por ressonancia magnética
nuclear, depende da capacidade de interagdo com campos magnéticos externos aplicados,
por parte do agente de contraste utilizado.

Atualmente, de forma a melhorar a resolucdo da imagem obtida por ressonancia
magnética, sdo utilizados meios de contraste, sendo o gadolinio o mais utilizado pelas
suas propriedades paramagnéticas. Contudo, sdo descritas reacdes anafilaticas a este
composto e, como as nanoparticulas de Oxido de ferro apresentam uma boa
biocompatibilidade e a capacidade de serem acumuladas no local de interesse de forma

predominante, possibilitam um novo leque de escolhas enquanto métodos de contraste.

De forma a reduzir a toxicidade e os efeitos secundarios a0 maximo possivel, Yang et
al. (120) desenvolveram um tipo de nanoparticulas de dxido de ferro funcionalizadas com
proteinas e fragmentos de péptidos na sua superficie, 0 que permitiu que essas mesmas
particulas fossem reconhecidas e internalizadas por células tumorais que tenham uma
sobre expressdo de um determinado recetor. Estes investigadores criaram, assim, uma
nano-sonda para ressonancia magnética com especificidade para os recetores da
superficie da célula, através de um péptido recombinante de um fragmento terminal de
um aminoacido (ATF) e com especificidade para o recetor de membrana celular ativador
de plasminogénio tipo urocinase (UPAR) (120). Yang e colaboradores elaboraram uma
experiéncia com ratos com cancro da mama. Nesta experiéncia tentaram aferir a utilidade
e aplicabilidade das IONPs funcionalizadas com ATF (ATF-IONPs). Para tal,
administraram por via intravenosa e postularam que estas se ligavam especificamente as
células cancerigenas que expressam o UPAR e que de seguida se dava a internalizacdo na
célula através de endocitose mediada por recetores. Para obterem a confirmacao de que
as nanoparticulas desenvolvidas se haviam acumulado no local desejado, marcaram as
particulas com uma molécula corante, Cy5.5. Esta molécula permitiu que se utilizasse a
técnica de fluorescéncia perto de infravermelho (NIRF) para concluir que efetivamente
as moléculas criadas por Yang e os colaboradores tinham alcancado e se acumulado no
interior do tumor. Com este estudo, este grupo de investigadores demonstrou que as
IONPs funcionalizadas com ATF apresentam um enorme potencial na utilizacdo como
agentes de contraste com alta especificidade para a detecdo de cancro em humanos por
ressonancia magnética molecular direcionada por recetores com sondas de nanoparticulas

magnéticas (120).
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Assim, podemos concluir que as caracteristicas das nanoparticulas de 6xido de ferro
postas em pratica no melhoramento da imagiologia por ressonancia magnética justifica a
sua utilizacdo. A sua capacidade de serem fagocitadas para o interior das células
cancerigenas de forma seletiva e guiada sem que tenham efeitos adversos nas células
vizinhas e que apresentem uma maior seguranca para o doente por terem uma boa
biocompatibilidade sdo de facto caracteristicas muito interessantes e que talvez facam das
nanoparticulas de 6xido de ferro o composto escolhido em detrimento dos compostos
utilizados atualmente. Estas caracteristicas de nada serviam se a imagem obtida do
procedimento ndo fosse melhorada de alguma forma e ha uma clara melhoria na imagem

obtida, facilitando todas as conclusdes possiveis de retirar destes exames.

3.2.2. Melhoria da Radioterapia

Em alternativa ou complementaridade a tratamentos farmacologicos (quimioterapia)
existe a terapia por radiacdo (radioterapia). As nanoparticulas de oxido de ferro tém,

também, uma aplicabilidade nesta area, no que toca a melhoria da eficacia da radioterapia.

Hauser et al. (121) desenvolveram um estudo sobre a aplicacdo das nanoparticulas de
oxido de ferro no aumento da eficacia da radioterapia e postularam que, de forma a que
se verifique este aumento de eficécia, estas nanoparticulas podem ser utilizadas pela sua
capacidade de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) (121-123). Este grupo de
investigadores justifica o beneficio da utilizacdo destas nanoparticulas tendo, inicialmente
em consideracdo de como a radioterapia desempenha a sua funcdo, para que depois se
possa justificar a implementacdo das nanoparticulas no processo. Explicam entdo que a
radiacdo promove a libertacdo de eletr6es da cadeia de transporte de eletrdes e leva a um
aumento da producdo mitocondrial de anides superoxido, que sdo convertidos a peréxido

de hidrogeénio pela superdxido dismutase.

E postulado que as nanoparticulas de 6xido de ferro podem interagir com o processo
neste passo, através da catalisacdo da reacdo de Haber-Weiss, onde ocorre a
transformacao de peroxido de hidrogénio para o radical hidroxilo altamente reativo, como
é descrito nas reacGes abaixo, onde a Equacdo 3 corresponde a reacdo quimica de Fenton

e a Equacdo 4 corresponde a equacdo de Haber-Weiss:
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Fe3t + 0,— - Fe?t + 0,

Equacéo 3
Fe** + H,0, -» Fe3* + OH — +OH-

Equacéo 4
02. - +H202 s 02 + OH - +0H

Estas reages sdo termodinamicamente desfavoraveis em sistemas bioldgicos e por
isso perceberam que era necessario um catalisador (124). Sob condi¢Ges normais, apenas
concentracdes vestigiais de ferro existem fora dos reservatorios fisiologicos como a
transferrina ou ferritina (121). As proteinas sequestram ides de ferro, de forma a que os
iGes circulem no organismo sempre ligados a uma molécula de transferrina e se acumulem
no interior das células sob a forma de ferritina. A absorcao de ferro é regulada, em ultima

instancia, para prevenir um armazenamento em excesso e um ataque oxidativo (125).

As nanoparticulas de oxido de ferro tém sido estudadas pelas suas diversas
aplicabilidades biologicas e estudos mais recentes sugerem que o uptake celular das
nanoparticulas pode levar a um aumento da concentracao intracelular de ferro livre que
pode resultar em danificagdo celular ou até a sua morte (117,126,127), especialmente
quando combinadas com outras terapias (117,122,128,129). Quando as IONPs alcancam
o interior das células estimulam a geracdo de ROS através de um de dois processos: a
libertacdo de iGes para o citosol onde a quelacdo por citrato ou fosfato de adenosina toma
lugar, resultando na inclusdo dos ides de ferro no ciclo de Haber-Weiss, ou a superficie
da nanoparticula de éxido de ferro pode atuar como catalisador para o ciclo de Haber-
Weiss e a reacdo de Fenton (117,130-132). As duas vias ddo origem ao hidroxilo, um

radical altamente reativo.

Apesar de existirem varias vias das quais 0 ROS ¢ gerado naturalmente, aquela que
toma um interesse particular é respiracdo mitocondrial que produz anibes superéxido
(124). Este anido é passivo de ser convertido a perdxido de hidrogénio através da
superdxido dismutase natural e, na presenca de ibes ferro, esta conversdo do peréxido
para o hidroxilo altamente reativo, é catalisada (123). Ainda ndo é claro como o processo
decorre, mas acredita-se que a radiagdo promove a respiracdo mitocondrial e,
consequentemente, aumenta a producdo de anido superoxido (133). As mitocondrias
também produzem ROS em excesso através da libertacdo de eletrdes a partir da cadeia de

transporte de eletrdes (134). Acredita-se que a toxicidade resultante do aumento da
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concentragéo do radical hidroxilo pode advir de um aumento da concentragéo intracelular

de anido superdxido, de nanoparticulas de 6xido de ferro e da subsequente radiag&o.

As nanoparticulas de 6xido de ferro normalmente sofrem endocitose celular resultando
em endossomas/lipossomas que encapsulam as nanoparticulas. Como estes
compartimentos sub-celulares tém um pH &cido, as nanoparticulas muitas vezes ndo
alcangam o seu propdsito pelo que sdo degradadas. Contudo, este acontecimento pode ser
evitado, em certo ponto, se a superficie das nanoparticulas for funcionalizada. Tal feito
pode ser alcangcado de diversas formas, no caso em estudo, os investigadores propdem a
funcionalizacdo por meio de conjugacdo superficial de um péptido penetrador da célula
(CPP), mais especificamente o péptido TAT, que resulta na evasdo das nanoparticulas do
processo de endocitose (135). Além de evitar a endocitose, este peptido revela um grande
interesse pela capacidade de se ligar a importina a e B no citoplasma, permitindo o
transporte ativo das nanoparticulas até ao complexo poroso nuclear (NPC) e, se estas
nanoparticulas forem pequenas o suficiente, até ao nucleo, como comprovados por
diversos estudos (71,72,76,136,137).

Neste estudo, Hauser et al. (121) revestiram as nanoparticulas de oxido de ferro, ja
funcionalizadas com o péptido TAT, com dextrano e foi este complexo que foi utilizado
para melhorar a eficacia da radiacdo. A microscopia eletrénica foi utilizada para comparar
os locais de concentragdo das nanoparticulas com as diferentes etapas de funcionalizagédo

em células de cultura in vitro.

De forma a aferir a capacidade do péptido TAT desestabilizar os lisossomas e a perda
de integridade mitocondrial pelas células, levando as mesmas a funcionar a um nivel
metabodlico mais baixo, ap6s sofrerem radiacdo combinada com nanoparticulas
funcionalizadas com o péptido TAT, foram conduzidos estudos de permeabilidade
membranar lisossomal e estudos de respiracdo celular, respetivamente. Sabe-se, como
referido, que as espécies reativas de oxigénio desempenham um papel fulcral neste
processo de reducdo metabdlica e estes estudos comprovam que, quando combinadas com
radiacdo, as nanoparticulas de Oxido de ferro funcionalizadas com o péptido TAT

aumentam a producdo destas espécies reativas (121).

Assim, 0 objetivo geral do estudo realizado por Hauser et al. (121), foi utilizar as
nanoparticulas de 6xido de ferro conjugadas com o péptido TAT que facilita a penetracéo

das nanoparticulas nas células, de forma a produzir espécies reativas de oxigénio. Estas
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ROS, quando conjugadas com a radiacdo incidente no tumor, influenciam diretamente os
niveis metabolicos das mitocdndrias das células cancerigenas, resultando num deficiente
funcionamento celular. Este funcionamento deficiente impede um desenvolvimento
tumoral, como foi comprovado pela andlise de um carcinoma pulmonar A549 que

apresentou uma viabilidade de longo prazo.

Em suma, a utilizacdo de nanoparticulas de oxido de ferro no melhoramento dos
tratamentos de radioterapia demonstra ser um grande avanco na area da oncologia. Por
permitir uma acumulagdo das nanoparticulas no tumor por funcionalizagdo da superficie
e assim garantir uma incidéncia dos raios de forma mais incisiva e isto permite reduzir os
efeitos adversos que se fazem sentir nas células vizinhas as células cancerigenas. Apos
desempenharem o seu papel as nanoparticulas de Oxido de ferro sdo excretadas do

organismo ou incorporadas no ferro do organismo.

34



3.2.3. Entrega de farmacos

A entrega de farmacos consiste na utilizacdo de diferentes estratégias, formulagoes,
tecnologias e sistemas para transportar um composto quimico, desde o local de
administracdo até ao local de acéo, para que este possa exercer um efeito farmacol6gico.
Esta abordagem é tanto mais eficaz quanto menos farmaco se perca entre o local de
administracdo e o local de acdo, porque isto traduz-se numa menor quantidade de farmaco
que é necessario administrar e consequentemente menos efeitos secundarios e/ou

adversos podem surgir.

E uma estratégia com alguma importancia no &mbito das nanoparticulas magnéticas
uma vez que estas permitem um direcionamento ativo até ao local alvo e, por permitirem
a funcionalizacdo da superficie, consegue-se com que nao reajam com nenhum

constituinte do soro até que cheguem ao tecido alvo.

ﬁ.
I ] Campo magnético
!‘ f externo
/ R
SUSPEnsao e
injetavel
de nanovetores Tumor alvo

Figura 3.4 - Esquema do principio tedrico do direcionamento de farmacos (138).
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Estelrich et al. (139) recordam Freeman et al. (140) como sendo o pioneiro por detras
da grande descoberta que foram as nanoparticulas de ¢éxido de ferro poderem ser
transportadas pelo sistema circulatério de um organismo e acumularem-se em
determinado tecido ou 6rgdo que esteja afetado por uma doenca, através da aplicacao de
um campo magnético externo. Estas nanoparticulas podiam assim servir de vetores para
compostos inorganicos, como farmacos, ou organicos, como anticorpos, para o
tratamento dessa patologia. Estelrich e os seus colaboradores reduziram a trés pontos todo
0 processo que envolve o direcionamento de farmacos por meio de magnetismo: (i)
necessidade de imobilizar o farmaco na nanoparticula magnética; (ii) administrar o
complexo resultante do passo anterior num individuo, quer seja por via intravenosa ou
por via intra-arterial; (iii) fazer esse complexo acumular-se numa determinada zona por
recurso a aplicagio de um campo magnético externo. E descrito também como é que a
deposicdo do farmaco, depois de chegar ao alvo, ocorre. Este grupo de investigadores
afirma haver apenas duas formas disto ocorrer, que serd por acdo enzimatica ou por
alteracdes fisioldgicas no local, tais como alteracdo de pH, temperatura ou osmolaridade
(139). Ainda que seja possivel acumular as nanoparticulas em determinado local com a
aplicacdo de um campo magnético, a intensidade deste campo varia de acordo com 0s
parametros fisiologicos do individuo, como o peso corporal, volume de sangue, output

cardiaco, resisténcia periférica do sistema circulatorio e estado de funcdo dos 6rgéos.

Voltairas et al. (141) e Ruuge et al. (142) definem um intervalo de intensidade no qual
0 campo magnético deve ser mantido. Afirmam que para a maioria dos transportadores
magnéticos, a intensidade do campo no alvo terapéutico deve ser mantida na ordem dos
200-700 mT com gradientes ao longo do eixo Z aproximadamente 8-100 T/m (141,142).
Foram desenvolvidos estudos para avaliar ndo so as diferencas provocadas pela variacao
da intensidade do campo magnético, mas também para aferir em que zonas existe uma
maior eficacia. Chegou-se a conclusdo de que esta técnica é mais eficaz em zonas

superficiais e onde o fluxo sanguineo € mais lento (143).
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Figura 3.5 - Representacéo esquematica do método de direcdo-magnética de farmaco. As nanoparticulas
extravasam dos poros de uma parede de um vaso sanguineo de tumor. (i.e. efeito de aumento da
permeabilidade e retencdo (EPR)) (144).

Estéo a ser desenvolvidas formas de contornar as dificuldades referidas acima, tais
como aumentar a eficacia do método mesmo quando o 6rgdo alvo ndo é superficial ou
quando os parametros fisioldgicos do individuo dificultam a passagem do campo
magnético, através da criacdo de novos dispositivos criadores de campos magnéticos.
Como até entdo os dispositivos geradores de campo magnético seriam sempre um
material externo ao organismo, como se pode ver na Figura 3.6, e que, desta forma, se
aplicaria 0 campo magnético a uma distancia minima, Estelrich et al. (139) referem uma
inovacdo nos dispositivos que aplicam o campo magnético no sentido de diminuir a
distancia entre o alvo e o campo, como por exemplo agulhas magnéticas, malhas e gaze -

com propriedades magnéticas.
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Figura 3.6 - Dispositivo experimental para determinar o efeito de um campo magnético externo na
biodistribuicao de nanoparticulas magnéticas ap6s injecéo intravenosa no rato, no qual o foco
inflamatorio havia sido induzido nas costas (139).

A funcionalizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro assume particular relevancia
quando o objetivo é a entrega de farmacos usando estes materiais como suportes. A
escolha dos grupos funcionais deve ter em conta nao so o tipo de farmaco a transportar,
mas também a quantidade e a protecdo dada ao préprio farmaco e, ndo menos importante,
a forma como é libertado no tecido alvo.

Apds se conseguir obter uma concentracdo 6tima no local de acdo de complexo de
nanoparticulas-farmaco é necessario que se consiga fazer com que o farmaco se desacople
da superficie da nanoparticula. Existem algumas formas de o fazer, porém Estelrich et al.
(139) fazem uma abordagem pela via magnética. Este grupo de investigadores refere que
o0 primeiro grupo de investigagdo a desenvolver, com sucesso, este procedimento foi Kost
et al. (145) onde observaram a libertacdo externamente controlada de insulina, que estava
ligada a um composto magnético, pela aplicacdo de um campo magnético alternante de
baixa frequéncia. Como referido no subcapitulo da hipertermia, a aplicacdo de um campo
magnético alternante sob as nanoparticulas de 6xido de ferro, leva a um aumento da
temperatura por consequéncia de aumento da energia cinética, e este fator pode ser

utilizado como um “controlo remoto” externo no controlo da libertacdo do farmaco. A
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energia é uma das formas de controlar a abertura dos poros de qualquer transportador,
organico ou inorganico, para permitir a passagem dos farmacos para a terapia, segundo
Estelrich et al. (139).

Douziech-Eyrolles et al. (138) estudaram as capacidades e dificuldades de tornar as
nanoparticulas de 6xido de ferro em vetores de transporte de farmacos até ao local do
tumor. Estes investigadores consideraram a concentracdo que é possivel carregar nas
particulas capaz de desempenhar uma acao terapéutica com um volume de administracdo
aceitavel. Considerou-se também a importancia da associa¢do do farmaco com o vetor de
forma reversivel para que ndo existam consequéncias na atividade bioldgica do agente
terapéutico. Por altimo, os investigadores referem que é de grande relevancia ter em conta
os perfis de libertacdo do farmaco do vetor, de forma a que desempenhem uma duracéo
de tratamento razoavel (138).

Os autores do estudo referem que pode ser utilizada uma matriz polimeérica para a
encapsulacdo dos farmacos e nanoparticulas de 6xido de ferro, mas esta abordagem
implica uma degradacdo do polimero ou uma alteracdo na sua conformacao para que o
seu conteudo seja libertado, permitindo assim uma entrega do farmaco e ao mesmo tempo
uma direcionalizacdo pela presenca das nanoparticulas. Porém, esta abordagem so é
considerada quando ha necessidade de proteger o organismo do contacto com o farmaco,

desde o local de administracdo até ao local de acao.

Utilizado mais amplamente é o método de ligacdo quimica do farmaco diretamente a
superficie das nanoparticulas de 6xido de ferro ou aos polimeros fixados na mesma. Esta
abordagem foi desenvolvida para preservar a condi¢do do farmaco até que alcance o local
alvo e melhorar a biodistribuicdo, prolongando assim a sua atividade farmacologica
(138).

Jafari et al. (146) levaram a técnica da entrega de farmacos recorrendo a nanoparticulas
de ferro, mais além, numa tentativa de entregar dois farmacos num tumor alvo com a
utilizacdo de uma s6 solucdo de nanovetores. No estudo desenvolvido por estes
investigadores foram utilizadas nanoparticulas de poliuretano (PU). Este material foi
escolhido pela sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, permitindo assim a sua
utilizacdo para fins biomédicos como a entrega de farmacos. As nanoparticulas de PU

possibilitam a libertagdo controlada do farmaco pela variagdo do pH e/ou temperatura (5).
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Figura 3.7 - Esquema dos passos de sintese do nanocomposto magnético baseado em ciclodextrina -
poliuretano

Assim, os investigadores tentaram combinar dois farmacos num suporte desenvolvido
por eles, com um conceito diferente. Este conceito baseia-se na caracteristica anfifilica
dos farmacos anticancerigenos e na utilizacdo do potencial magnético das nanoparticulas
de dxido de ferro, nas caracteristicas referidas acima do PU e no potencial de carregar

duas moléculas de farmaco diferentes num mesmo suporte (147,148). Desta forma,
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conjugaram os beneficios da ciclodextrina (CD) e da doxorrubicina (DOX) numa so6
administracdo de solugdo injetavel contendo este suporte. Os investigadores conseguiram
guiar as nanoparticulas para o local alvo através da aplicacdo de um campo magnético
externo e fazer com que os grupos funcionais na superficie das particulas libertassem de

forma controlada os farmacos pela alteracéo de pH no local (146).

Foram conduzidos estudos in-vitro para aferir a eficacia da libertacdo dos farmacos e
concluiram que os resultados foram significativamente superiores aos previamente
conduzidos, onde s6 se carregava 0s transportadores com DOX. Para a verificacdo da
eficacia de todo o sistema de entrega de farmacos, biocompatibilidade e toxicidade foram
feitos estudos com o nanocomposto através do acompanhamento da sobrevivéncia da

linha de células do cancro mamario (146).

Ziarani et al. (149) procuraram estudar o papel desempenhado por um tipo diferente
de nanoparticulas magneéticas, as nanoparticulas magnéticas com um nucleo
“desimpedido” capaz de transportar moléculas, ou seja, nanoparticulas ocas (150,151).
Este grupo afirma que estas particulas, por ndo apresentarem um nucleo, tém uma
densidade menor do que as até agora faladas e também uma area de superficie maior,
melhorando as capacidades enquanto transportadores de farmacos e também a sua
biodisponibilidade. Outra caracteristica que torna estas particulas tdo interessantes € a
dimensdo dos seus poros. Estas nano estruturas ocas tém poros grandes e isto permite
incorporar varios farmacos e biomoléculas que podem ser libertados de forma controlada
(152). A semelhanca das nanoparticulas magnéticas referidas ao longo de todo o trabalho,
estas podem também sofrer uma funcionalizacdo da superficie, tornando-as passiveis de

serem especializadas para determinados procedimentos (149).
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Figura 3.8 - Sequéncia de passos da preparacdo de microesferas ocas de magnetite de direcionamento
tumoral como transportadores de farmacos anticancerigenos (149).

No que diz respeito a utilizacdo destas nano estruturas no diagnostico e terapéutica
oncologica, Xu et al. (153) sintetizaram nanoparticulas magnéticas onde no seu interior
foi incorporada DOX, como se pode observar na Figura 3.8. Estudos in vitro foram
conduzidos de forma a aferir a controlabilidade da libertagdo do farmaco. Assim, foi
utilizada a via de libertacdo controlada por pH, onde 83% de DOX foi libertada em
ambientes acidicos (pH 4,0 e 5,0), enquanto que em ambientes neutros (pH 7,4) apenas
18% do farmaco foi libertado em 48 h, indicando assim que a libertacdo prematura do
farmaco é minima, comprovando haver um controlo sobre a quantidade de farmaco

libertada que depende das condicfes do ambiente a que estas sdo expostas e mantidas.

De acordo com o descrito acima, podemos verificar que existem varias caracteristicas
das nanoparticulas que permitem varias formas de funcionalizar estes materiais, de acordo
com o método de aplicacdo em vista. Dependendo dos fatores criticos para o sucesso do
método clinico que se pretende aplicar, podemos dar preferéncia a uma forma de entrega

de farmacos utilizando um dos tipos de moléculas referidas, em detrimento de outros.

Conceitos inovadores, em que as nanoparticulas magnéticas podem desempenhar um
importante papel, serdo a chave para o desenvolvimento de novos métodos de
administracao de farmacos, em que se antevé um aumento da eficacia aliada a reducao de

efeitos secundarios, quer de farmacos em uso, quer de novos farmacos a desenvolver.
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3.3. Efeito das dimensdes das nanoparticulas

Como ja foi referido anteriormente, as dimensdes das nanoparticulas sdo uma
caracteristica de grande relevancia na determinagdo do sucesso ou na falha da
aplicabilidade das mesmas. O tamanho de uma determinada particula pode definir a
extensdo do organismo é capaz de percorrer, atuando num raio mais préximo ou mais
distante do local de aplicagdo; pode influenciar a possibilidade de agregar ligandos a sua
superficie, pelas dimensdes dos mesmos; pode obrigar a escolha de uma via de
administracdo em detrimento de outra, sendo que, no que diz respeito a via, se pode variar
as dimens0es para interagir com 0 meio onde sdo administradas de formas diferentes;
pode diferenciar entre uma particula capaz de transportar farmacos e uma particula
utilizada exclusivamente pela sua potencialidade magnética, sendo que esta caracteristica

magnética é também influenciada pelo tamanho da particula.

Gupta et al. (39) resumem a efetividade da aplicacdo das nanoparticulas de éxido de
ferro num procedimento magnético, dependente do seu tamanho, dizendo que as
dimens6es de uma particula, dais quais se espera um bom comportamento face a interagédo
com um campo magnético externo, devem estar entre os valores de 6 e 15 nanometros. O
tamanho de particula critico é o tamanho a partir do qual cada particula tera um dnico
dominio magnético e, que por isso sdo chamadas de particulas superparamagnéticas.
Estas particulas apresentam uma resposta qualitativamente positiva na aplicacdo de um
procedimento biomédico dependente da sua capacidade magnética intrinseca, pois nao
rettm um caracter magnético ap0s remocdo do campo magnético externo. Estas
dimensbes permitem que as particulas sofram uma eliminacdo sistémica rapida por

clearance renal segundo Pratsinis et al. (154).

As dimensdes das particulas influenciam também a sua captacéo celular pela alteracao
da carga de superficie. Para comprovar esta influéncia, He et al. (155) desenharam um
estudo onde prepararam dois modelos de nanoparticulas, um carregado positivamente e
outro carregado negativamente. Estes modelos tiveram dimensGes muito bem definidas
entre 150 e 500 nm. Os investigadores observaram, numa administracdo in vivo, que as
nanoparticulas com carga superficial negativa e com dimensdes de 150 nm tinham uma
predisposi¢do maior para se acumular no tumor do que as restantes. Estes investigadores

observaram também que se 0s modelos preparados tivessem cargas positiva superior a
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+35 mV ou negativa inferior a -40 mV, teriam uma maior facilidade em serem excretados

por macrofagos, o que foi de encontro ao que Roser et al. demonstraram (156).

Ainda que existam varias mencGes e estudos no que diz respeito ao tamanho das
nanoparticulas de 6xido de ferro influenciar as suas caracteristicas intrinsecas, é verdade
que as dimensbes também afetam, como referido antes, a farmacocinética e a

biodistribuicdo destas particulas no organismo.

Reddy et al. (3) afirmam haver uma grande relagdo entre a dimenséo das particulas e
a sua farmacocinética e biodistribuicdo quando a via de administracéo é a intravenosa,
como se pode observar na Figura 3.9. Sabe-se que quando as nanoparticulas sdo
administradas por esta via, existe uma resposta do meio, sendo esta a adesdo de proteinas
plasmaticas (opsoninas) a superficie das particulas. Esta adesdo leva ao reconhecimento
por macrofagos e, consequentemente, a clearance sistémica. Contudo, estes
investigadores afirmam haver uma correlagdo entre a percentagem de opsoninas que
ficam aderidas a superficie e a dimensdo das nanoparticulas. Foi demonstrado por Fang
et al. que para NPs com um tamanho de 80 nm, a percentagem de opsoninas que sofrem
adesdo é de cerca de 6%, ao passo que em nanoparticulas de dimensdes superiores, como

171 e 240 nm, observam-se percentagens a rondar os 25% e 35%, respetivamente (157).
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endocytosis
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Figura 3.9 - Representacdo esquematica dos regimes magnéticos tedricos para a magnetite e maghemite,
de acordo com algumas aplica¢cdes mais relevantes em fungdo do tamanho de particula.
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Mais é dito sobre esta caracteristica das NPs, que para particulas com dimensdes
superiores a 200 nm, é observada uma filtracdo no bago, resultando numa acumulagéao
nesse 6rgdo, enquanto que para particulas com tamanhos inferiores a 50-100 nm, tém uma
maior probabilidade de ficarem retidas no parénquima hepatico. Apesar de particulas com
dimens6es superiores a 1000 nm ja sairem do ambito das “nanoparticulas”, por ja se
considerar uma microparticula, é importante notar que, para particulas com mais de 4
microémetros observa-se uma captacgdo e retencdo pulmonar, o que eleva o risco de ocorrer
uma embolia (158,159).

Se se tomar o exemplo das nanoparticulas de éxido de ferro revestidas por dextrano, o
Ferumdxido, com didmetro compreendido entre 80-150 nm, e o Ferumoxtrano-10, com
didmetro compreendido entre 20 e 40 nm, podemos contemplar uma clearance sistémica
muito mais rapida no Ferumoxido, com cerca de 8 a 30 minutos de tempo de semi-vida,
quando comparada com a do Ferumoxtrano-10, com um tempo de semi-vida de cerca de
25 a 30 h. Foi possivel observar uma acumulacdo no figado de Ferumoxido superior a do
Ferumoxtrano-10, com valores superiores a 80% da quantidade total injetada 24h depois.
Contudo, o Ferumoxtrano-10 apresentou uma acumulacao superior a do Ferumaéxido nos

nodulos linfaticos com valores proximos de 20% da dose total injetada (160-162).

Um grupo de investigadores, Chouly et al. (163), conduziu uma experiéncia para
analisar a biodistribuicdo das IONPs revestidas com dextrano e, para tal, administraram
lotes destas particulas com diferentes dimensdes, de forma a observarem a influéncia do
didmetro das particulas. Os resultados obtidos permitiram concluir que o tempo de semi-
vida das NPs é inversamente proporcional a dimensdo das particulas, enquanto que a
captacdo hepatica € diretamente proporcional a mesma caracteristica. Os investigadores
fizeram a administracdo intravenosa das IONPs e fizeram medicfes quantitativas do
volume captado a nivel hepatico, em relacédo ao volume total administrado, dos diferentes
lotes 20 min depois da injecdo. Esta medicdo permitiu observar uma acumulacdo de
particulas com dimensdes de cerca de 30 nm de diametro de 22% da dose injetada e para
as IONPs com diametro de cerca de 100 nm, observaram uma acumulacdo de 42%. Os
autores do estudo justificaram este acontecimento pelo maior volume de opsoninas que
sofre adesdo a superficie das NPs levando a uma fagocitose em maior escala e um maior
sequestro de particulas de maiores dimensdes pelos macréfagos hepaticos. lannone et al.
(164) realizaram um estudo similar, com o mesmo tipo de NPs, mas com diferentes

didmetros, sendo estes de 40 e 200 nm. Este grupo de investigadores garantiu as
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dimensdes propostas através da medicdo por espetroscopia de ressonancia do spin de
eletrbes. Como esperado, alcangou os mesmos resultados que Chouly et al. (163) quando
conclui que as particulas de 200 nm sofrem uma réapida clearance sistémica e as de 40 nm
uma clearance mais lenta, demonstrando, claramente, uma relagéo entre o didmetro das

nanoparticulas e a sua biodistribuicdo (3).

Assim, pode-se concluir, que as dimensBes das nanoparticulas utilizadas em qualquer
método ira traduzir-se numa alteracdo da sua farmacocinética, tal como na sua capacidade
para servir de ponto de ancoragem para materiais organicos e inorganicos. A capacidade
das nanoparticulas de penetrarem 0s vasos sanguineos e até as células dos tecidos alvo,
esta também diretamente relacionada com as dimensdes das particulas. As distribuicao
de tamanho influéncia ainda a forma como as particulas séo incorporadas nas células e
até mesmo se isto chega realmente a acontecer. As particulas podem ter uma dimenséo
que a endocitose seja impossibilitada ou até que os recetores na superficie das células
sejam incapazes de as adsorver. E também relevante notar que o tamanho da particula
influencia de forma direta as suas propriedades magnéticas, sendo que, de acordo com o
método no qual se pretende utilizar as nanoparticulas de oxido de ferro, é necessario
considerar as repercussdes nas interagdes com as moléculas do sistema circulatorio, desde

o local alvo até ocorrer a excrecgéo.
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4. Conclusao

Com o0 avancar das investigacGes envolvendo as nanoparticulas de 6xido de ferro,
gera-se um consenso na comunidade cientifica de que estas particulas tém, ndo sé uma
grande utilidade, como também uma grande versatilidade no que diz respeito a sua

aplicabilidade em métodos de diagndstico e tratamento médicos.

A extensdo da literatura cientifica no ambito das aplicacbes médicas das
nanoparticulas magnéticas é vasta e, desta forma, vimo-nos obrigados a fazer uma selecéo
de entre todos os artigos disponiveis para a utilizacdo enquanto bibliografia desta
monografia. Ainda que existam outras importantes aplicacbes das nanoparticulas
magnéticas, como a imagiologia e radiologia, foi do nosso interesse focar a atencdo nas
aplicacOes terapéuticas destes materiais. Contudo ndo deixamos de referir essas
aplicacbes, contudo de forma breve. Apds uma caracterizacdo basica e geral das
nanoparticulas de 6xido de ferro, foi feita uma selecdo de exemplos que se achou serem

descritivos das vantagens da utilizacdo deste tipo de nanoparticulas.

E possivel concluir que as esferas de 6xido de ferro com dimensdes nanométricas,
demonstram ser um promissor acréscimo aos métodos utilizados até agora na terapia de
doencas neoplasicas. A caracteristica diferenciadora das nanoparticulas de 6xido de ferro,
em relacdo aos farmacos convencionais disponiveis até a data, € a capacidade de
direcionabilidade. Enquanto que a quimioterapia e a radioterapia utilizadas nos dias de
hoje apresentam uma especificidade para os tecidos alvo muito reduzida, com efeitos
secundarios muito presentes nos doentes que as praticam, as nanoparticulas aqui
estudadas, sdo direcionadas e acumuladas no local de interesse e, apos desempenharem o
seu papel, quer de entrega de farmacos, quer de destrui¢do do tecido por hipertermia ou
melhoramento da incidéncia da radiacdo, sao incorporadas no ferro do organismo ou
excretadas do organismo sem causarem danos ou interacbes com moléculas do sistema

circulatério durante todo o percurso.

Diferentes farmacos podem necessitar de diferentes propriedades do suporte (que
incorpora as nanoparticulas de 6xido de ferro), para que se possa garantir uma entrega do
referido farmaco no local desejado sem que este sofra alteragdes fisico-quimicas que se
traduzam numa reducgéo da capacidade terapéutica. Existem diferentes formas de efetuar

o transporte de um farmaco recorrendo a nanoparticulas, como por exemplo, acoplado a
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um material organico, que por sua vez esteja ancorado na superficie da nanoparticula ou
mantido no nucleo de uma particula de maiores dimensdes, como por exemplo uma esfera
de silica mesoporosa, onde as nanoparticulas de ferro atuam como “rolha” nos poros

permitindo a libertacdo controlada do farmaco.

Os varios métodos de sintese permitem, a quem tiver interesse de desenvolver
nanoparticulas de 6xido de ferro, controlar as caracteristicas cruciais para o sucesso do
método que se procura aplicar. Permitem ainda um controlo sobre fatores extrinsecos as
particulas, mas que também tém um peso importante na escolha, sendo estes, por
exemplo, 0 tempo necessario para a sintese e o0 custo desse mesmo procedimento. Quer
se pretenda um método de sintese rapido, sem que haja preocupa¢des com o custo do
mesmo e onde s6 a distribuicdo de dimens&o das nanoparticulas importa, quer se necessite
de caracteristicas superficiais das particulas especificas a um custo acessivel e o tempo
de preparagéo nédo seja importante, existem metodos de sintese capazes de preencher estes

requisitos.

Novas utilidades das nanoparticulas continuam a ser descobertas e novos métodos de
as incluir em métodos de terapéutica e diagndstico, sdo propostos ano apds ano. Com o
aumento de doencas neoplasicas em humanos, gera-se também uma preocupacao em
relacdo aos tratamentos disponiveis, ndo sé no que diz respeito aos custos envolvidos,
mas principalmente no que se relaciona com os efeitos secundarios e adversos sentidos
pelos doentes nas técnicas de diagnostico e terapéutica disponiveis atualmente. Assim,
esperam-se no futuro avancgos na utilizacdo de nanoparticulas de 6xido de ferro na terapia
e diagndstico de cancros, de modo a aumentar a eficicia e a seguranca de farmacos ja em

uso, bem como a incorporagdo em sistemas inovadores de entrega de novos farmacos.
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